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Le système immunitaire a pour rôle essentiel de nous défendre contre les pathogènes, 
tout en demeurant tolérant au soi. Lorsque la tolérance au soi est rompue, le système 
immunitaire attaque les antigènes du soi, menant au développement de maladies auto-
immunes comme le diabète de type 1. Afin de maintenir une bonne tolérance, et d’ainsi 
prévenir l’auto-immunité, plusieurs types de cellules T régulatrices sont générées et 




TCRβ+ T (DN T) retrouvées 
dans les organes lymphoïde périphériques sont particulièrement intéressants considérant leurs 
uniques fonctions immunorégulatrices antigène-spécifiques. Effectivement, les cellules DN T 
jouent un rôle important dans l’induction de la tolérance immune, et découvrir de nouvelles 
façons de moduler leur nombre pourrait aider à prévenir l’auto-immunité. Le but de cette thèse 
est donc de mieux comprendre les mécanismes régulant l’homéostasie des cellules DN T in 
vivo, et de définir leur voie de développement.  
 
Premièrement, la souris NOD, un modèle de diabète auto-immun spontané, possède un faible 
nombre de cellules DN T en comparaison à des souris résistantes au diabète auto-immun. Il 
s’agissait donc d’un modèle de choix pour des études immunogénétiques visant à 
l’identification des variations génétiques régulant la proportion de cellules DN T. Via 
l’exploitation de la souris NOD, nous avons déterminé que des locus modulant la proportion 
de cellules DN T sont inclus dans des locus de susceptibilité au diabète, dont Idd2 et Idd13. 
Nous avons montré que des variations génétiques présentes dans ces deux locus influencent 
individuellement la proportion de cellules DN T, et que leur combinaison peu avoir un effet 
additif sur la proportion des cellules DN T. Ces variations génétiques étaient également 
associées à une diminution de l’incidence de diabète, suggérant que la modulation de la 
proportion de cellules DN T est associée à la résistance au diabète auto-immun. 
 
Deuxièmement, nous nous sommes intéressés à l’identification de la voie de développement 
des cellules DN T. Grâce à l’utilisation de modèles de souris rapporteuses, nous avons 
déterminé que la majorité des cellules DN T proviennent directement du thymus et y 
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 (DP). Nous avons aussi montré que les cellules 
DN T sont sélectionnées par un fort signal TCR dans le thymus, un processus connu sous le 
terme de « sélection agoniste » et associé au développement de cellules T immunorégulatrices. 
En opposition à d’autres types de cellules T, il est intriguant de noter que les cellules DN T 
peuvent se développer en absence de molécules du CMH. Ces propriétés uniques  pourraient 
influencer la fonction et la spécificité des cellules DN T. 
 
En conclusion, les résultats de cette thèse montrent que les cellules DN T sont régulées par des 
locus associés à la résistance au diabète et  se présentent avec des aspects de différentiation 
uniques en comparaison aux autres types de cellules T. Ensemble, nos découvertes mènent à 
une meilleure compréhension de l’homéostasie et du développement des cellules DN T et 
pourraient contribuer au développement de futures approches immuno-thérapeutiques. 
 
 




The immune system has the crucial role of defending us against pathogens, while 
remaining tolerant to self. When self-tolerance is broken, the immune system attacks self-
antigens resulting in autoimmune diseases such as type 1 diabetes. To maintain self-tolerance 
and thereby prevent the development of autoimmunity, several regulatory T cell subsets are 




TCRβ+ T (DN T) cells found in 
the peripheral lymphoid organs are particularly interesting due to their unique antigen-specific 
immunoregulatory functions. Indeed, DN T cells play an important role in the induction of 
immune tolerance in various pathological settings. Finding new means to modulate the 
number of DN T cells could help prevent autoimmunity. As such, a better knowledge of the 
factors modulating DN T cell number is a first necessary step. This thesis is therefore aimed at 
understanding the mechanisms that regulate DN T cell homeostasis in vivo, as well as defining 
their developmental pathway.  
 
Firstly, the NOD mouse strain, which spontaneously develops autoimmune diabetes, was 
shown to exhibit a low number of DN T cells relative to diabetes-resistant strains. It was thus a 
model of choice to perform immunogenetic studies for identifying genetic variants 
determining the proportion of DN T cells. By exploiting NOD mice, we determined that some 
loci contributing to the modulation of DN T cells overlap with diabetes susceptibility loci, 
including Idd2 and Idd13. We showed that genetic variants in each of these two loci 
influenced DN T cell proportion, and that their combination can has an additive effect in 
defining the number and proportion of DN T cells. Interestingly, the diabetes-resistant genetic 
variants at both the Idd2 and Idd13 loci were also associated with a decrease in diabetes 
incidence in NOD mice Idd2 and/or Idd13 congenic strains. This suggests that the regulation 
of DN T cell proportion is associated with autoimmune diabetes resistance. 
 
Secondly, we aimed to determine the differentiation pathway of DN T cells. Using various 
reporter mouse models, we find that the majority of DN T cells originate directly from the 




 (DP) thymocyte stage. We 
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also show that DN T cells are selected by strong TCR signals in the thymus, a process refered 
to as agonist selection and associated with the development of other immunoregulatory T 
cells. Intringuingly, we also observed that, as opposed to other T cell subsets, DN T cells can 
develop in absence of MHC molecules. These unique properties may influence DN T cell 
regulatory function and specificity. 
 
In summary, the results presented in this thesis show that DN T cells are regulated by 
diabetes-associated genetic loci and display unique differentiation properties relative to other 
T cell subsets. Together our findings provide a better understanding of the homeostasis and 
differentiation of immunoregulatory DN T cells, which is essential for the development of 
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1.0 Le système immunitaire - Généralités 
Le système immunitaire a pour rôle principal la protection contre les agents pathogènes 
et les cancers. Il peut être divisé en deux composantes : le système immunitaire inné et le 
système immunitaire adaptatif. La composante innée du système immunitaire inclus des 
barrières physiques, des substances solubles et des populations cellulaires telles que les 
macrophages, les neutrophiles, les cellules Natural Killer, (NK) et les cellules dendritiques 
(DC) [1]. Les DC, grâce à leur rôle de cellules présentatrices d’antigène spécialisées, font un 
excellent lien avec la composante adaptative, qui inclut les lymphocytes T et les lymphocytes 
B [1, 2]. Les deux composantes du système immunitaire reconnaissent les agents pathogènes 
grâce à des mécanismes différents. Ainsi, les cellules du système immunitaire inné possèdent 
des récepteurs, tels que les Toll-Like Receptor (TLR), NOD-Like Receptor (NLR) et RIG-I-like 
receptor (RLR), reconnaissant des patrons moléculaires associés aux pathogènes (PAMPs) [3]. 
L’expression de différentes combinaisons de récepteurs par les sous-types cellulaires participe 
à leur spécialisation dans le combat contre divers agents infectieux, par exemple via la 
production de cytokines et l’activation du système adaptatif [4].  Les cellules NK possèdent 
aussi une multitude de récepteurs activateurs et inhibiteurs, dont la balance de signaux peut 
mener à l’activation de la cellule NK [5]. Notamment, des défauts d’expression du complexe 
majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe I sont particulièrement associés à l’activation 
des cellules NK, et ont mené à l’hypothèse du « soi manquant » [6, 7].  
Le système immunitaire adaptatif repose, quant à lui, sur le principe de récepteurs spécifique à 
un antigène, les récepteurs de cellules T (TCR) et les récepteurs de cellules B (BCR). Ces 
récepteurs sont sélectionnés durant le développement du lymphocyte B dans la moelle ou 
durant le développement du lymphocyte T dans le thymus. Les BCR et TCR sont issus de 
réarrangements géniques faits au hasard, et connus en tant que recombinaison V(D)J [8]. Ce 
processus mène à un répertoire de récepteurs hautement diversifiés qui peuvent reconnaitre 
une multitude d’antigènes. Les lymphocytes B, qui produisent les anticorps, possèdent aussi 
une caractéristique additionnelle et peuvent modifier leur BCR suite à l’encontre de leur 
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antigène, menant à une meilleure affinité pour l’antigène (hypermutation somatique) et à une 
spécialisation du type de récepteur et d’anticorps produit (commutation de classe) [9, 10]. La 
nature des antigènes reconnus par les récepteurs TCR et BCR diffère également. 
Spécifiquement, alors que le BCR reconnait des protéines qui seront internalisées et dégradées 
[11], le TCR reconnait plutôt des fragments peptidiques uniquement lorsqu’ils sont présentés 
par les molécules du CMH [12].  
Lorsqu’une cellule T ou une cellule B rencontre son antigène spécifique et reçoit des signaux 
d’activation, elle peut proliférer et ainsi augmenter le nombre de cellules combattant l’agent 
cible. En particulier, l’activation des cellules T du système adaptatif repose sur plusieurs 
signaux, soit la détection via le TCR de son peptide spécifique, présenté dans le contexte du 
CMH par une cellule présentatrice d’antigène (APC), un signal de costimulation par l’APC, et 
la présence de cytokines dirigeant la différenciation [13]. L’une des particularités importantes 
du système adaptatif est cette capacité à générer des cellules T et des cellules B mémoires 
spécifiques de l’antigène qui persisteront pour une longue période. Les anticorps produits par 
les cellules B suite à une réaction immunitaire générant de la mémoire peuvent également 
persister dans le sang [14-18]. Ainsi, après une lente première réponse à un antigène, le 
système adaptatif répond plus rapidement et plus efficacement à une seconde exposition, 
même des années plus tard, et protège l’hôte contre les pathogènes déjà rencontrés [14, 19]. 
C’est ce principe de mémoire immunitaire qui constitue la base du processus de vaccination. 
Plusieurs types cellulaires immunitaires, incluant les DC, les cellules T, les cellules B et les 
macrophages, peuvent être divisés en sous-types possédant des fonctions spécialisées qui 
peuvent être orientées vers la régulation ou l’inflammation. L’interaction entre les 
composantes innées et adaptatives du système immunitaire contribue au final à monter des 




1.1 Les mécanismes de tolérance 
Le système immunitaire a pour tâche de nous protéger contre les infections et tumeurs, 
mais il demeure tout de même crucial qu’il puisse également reconnaitre et tolérer le soi. La 
balance entre une réponse immune effectrice et la tolérance au soi ou à la flore commensale 
nous permet de demeurer en bonne santé. Des défauts de l’un ou l’autre de ces processus, 
menant à l’immunodéficience, à l’auto-immunité ou à des maladies inflammatoires, peuvent 
avoir de graves conséquences [20-23].  
Alors que l’activation ou la non-activation des cellules immunitaires du système inné repose 
sur la reconnaissance de PAMPs ou cellules du soi modifiés, les cellules du système adaptatif 
possèdent des récepteurs antigène-spécifique générés de façon aléatoire et peuvent former une 
mémoire immunitaire. Ces récepteurs peuvent reconnaitre une grande diversité d’antigènes du 
soi ou du non-soi. La différenciation et l’activation des cellules T et les cellules B se doivent 
donc d’être soigneusement contrôlée, au risque de favoriser la formation de cellules 
spécifiquement programmées pour détruire le soi.  
 
1.1.1 La tolérance centrale des cellules T 
1.1.1.1 La sélection thymique 
Les lymphocytes T peuvent être divisés en deux groupes basé sur le type de récepteur 
utilisé : les cellules T γδ et les cellules T αβ. Ces dernières représentent la majorité des cellules 
T chez l’adulte et expriment principalement un de deux co-récepteurs, soit CD4 ou CD8. Le 
rôle des cellules T est intimement lié à la spécificité de leur TCR et à son affinité pour les 
complexes MHC:peptides reconnus.  
La présente section de cette thèse se concentre surtout sur les lymphocytes portant le TCRαβ. 
Ce récepteur est généré lors du développement de la cellule T grâce aux Recombination-
Activating Genes (RAG) par recombinaison aléatoire des gènes VDJ de la chaîne β du TCR et 
des gènes VJ de la chaîne α [24]. La recombinaison VDJ est couplée à des insertions aléatoires 
de nucléotides par la Terminal Deoxynucleotidyl Transferase (TdT) qui contribue grandement 
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à augmenter la diversité du répertoire des cellules T [25-27]. Le processus de réarrangement 
du TCR a pour avantage de générer une grande diversité de récepteurs, qui permettent de 
reconnaitre une multitude d’antigènes présentés par les molécules de CMH. Or, ce processus 
aléatoire peut aussi engendrer des réarrangements non-productifs, des récepteurs incapables de 
reconnaitre des peptides présentés par les molécules de CMH, ou encore des récepteurs 
reconnaissant des peptides du soi avec une trop grande affinité, pouvant mener à l’auto-
immunité. Des mécanismes de sélection du répertoire TCR sont heureusement en place afin 
d’assurer la présence d’un répertoire de cellules T utiles (sélection positive) et non-
pathogéniques (sélection négative).  
La sélection des cellules T a lieu dans le thymus, un organe qui peut être divisé en deux 
régions histologiques : le cortex et la médulla [28]. Le cortex est le siège de la sélection 
positive du TCR, ainsi que d’une première vague de sélection négative [29, 30]. La médulla 
est quant à elle principalement associée à la sélection négative et à la tolérance centrale [31]. 
Les thymocytes sélectionnés positivement migrent du cortex à la médulla et y demeurent 
quelques jours avant d’être exportés vers la périphérie [32].  
La maturation des cellules T, abordée plus en détails dans la section 1.4.3.1, peut être 
sommairement suivie gâce à l’expression séquentielle des co-récepteurs CD4 et CD8. Ainsi, 
les thymocytes les plus immatures possèdent un phénotype CD4-CD8- (Double Négatif 
immature, DNi), puis passent à un stade CD4+CD8+ (Double positif, DP), avant de pouvoir 
devenir une cellule T CD4+ ou une cellule T CD8+. De tous les précurseurs entrant le 
processus de sélection thymique, peu en ressortent en tant que cellules T matures. 
Effectivement, au stade DP, les thymocytes sont testés pour la capacité de leur TCRαβ à 
reconnaitre des peptides du soi dans le contexte du CMH. Les cellules présentant les peptides 
du soi à cette étape sont typiquement les cellules thymiques épithéliales du cortex cTECs, qui 
expriment les CMH de classe I et de classe II, mais des cellules hématopoiétiques peuvent 
aussi mener à la sélection de cellules T non-conventionnelles [33-37]. À cette étape DP, la 
majorité des thymocytes soumis à la sélection positive meurt par apoptose suite à un signal 
TCR trop faible, ou mort par « négligence » [31, 38-40]. Ce processus permet d’éliminer les 
cellules T inutiles du répertoire. Effectivement, l’interaction avec le CMH est nécessaire à la 
survie des cellules T en périphérie, et les cellules T, particulièrement les cellules T naives, 
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doivent donc être aptes à reconnaitre le soi lorsque les antigènes en sont présentés par les 
molécules du CMH [41-46].  
Les mécanismes de tolérance centrale thymique permettent de mesurer le degré d’auto-
réactivité du TCR des cellules T ayant été sélectionnées positivement. Alors que des cellules T 
incapables de reconnaitre le soi sont éliminées, il importe toutefois que cette interaction entre 
le TCR et le soi demeure de faible affinité en comparaison à l’interaction avec des peptides du 
non-soi. L’export de cellules T réagissant fortement au soi pourrait en effet mener à leur 
activation inappropriée et à la formation d’une réponse auto-immune. Suite à la sélection 
positive, les cellules T CD4 et T CD8 migrent vers la médulla, où elles interagiront à nouveau 
avec diverses APC présentant des peptides du soi dans le contexte des molécules de CMH 
[31]. Selon la force de l’interaction de leur TCR avec les complexes peptide-CMH présentés 
par les APC thymiques, les cellules T subissent différents sorts, afin de favoriser l’export d’un 
répertoire TCR non-pathogénique [47]. Les cellules T ayant une trop forte affinité pour le soi 
peuvent entrer en apoptose et être éliminées (délétion clonale) par le processus de sélection 
négative. L’anergie ou l’édition du récepteur font aussi partie des mécanismes de tolérance 
permettant d’éviter que des cellules auto-réactives n’attaquent le soi [48-51]. Le terme «auto-
réactives» référera ici aux cellules T réagissant très fortement au soi et étant potentiellement 
pathogéniques, en distinction avec la spécificité pour le soi intrinsèque aux cellules T.  
 
Il peut aussi arriver qu’une cellule T se présente avec une affinité pour le soi supérieure au 
seuil normalement associé à la sélection positive, mais légèrement inférieur à la sélection 
négative. Ce type de sélection, appelé sélection agoniste, est particulièrement associée à la 
génération des cellules T régulatrices (Treg) exprimant le facteur de transcription Forkhead 
Box P3 (Foxp3). Un fort signal TCR n’est toutefois pas suffisant pour générer une population 
de cellules Treg. Le développement thymique des Treg requière également un signal de 
costimulation via l’interaction entre CD28 et B7 [52, 53]. La présence de la cytokine IL-2, ou 
encore d’IL-15, permet ensuite aux précurseurs possédant un phénotype CD4+CD25+FoxP3- 
de devenir des cellules FoxP3+ grâce à l’activation de  STA5 [54-56]. La nécessité de l’une ou 
l’autre de ces cytokines dans le développement thymique des Treg est aussi supporté par la 
diminution de Treg dans le thymus de souris déficientes pour IL-2Rg, la chaine commune aux 
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récepteurs de l’IL-2 et de l’IL-15, bien que l’effet soit modeste dans les souris déficientes pour 
l’IL-2Rα (CD25) [57].  
Dans le thymus, certaines APC, comme les cellules B et les cellules thymiques épithéliales de 
la médulla (mTECs) favorisent la génération de cellules Tregs et la sélection agoniste plutôt 
que seulement la déletion [58]. De plus, alors que des antigènes exprimés de façon ubiquitaire 
induiront la tolérance par délétion clonale lors de la sélection négative, les antigènes 
présentant un patron d’expression limité semblent plutôt favoriser la production de Tregs [59]. 
La sélection agoniste et la génération de Treg thymique s’ajoute donc aux mécanismes de 
tolérance induite dans le thymus.  
En plus des Treg, d’autres types cellulaires se développent par sélection agoniste, tels les 
Natural Killer T (NKT), les natural T-Helper-17 (nTh17) et les lymphocytes T 
intraépithéliaux (IELs) CD8αα (Figure 1) [60-66]. Ces 4 types cellulaires ont en commun un 
fort signal TCR lors de la sélection thymique. À la suite de la réception de ce fort signal TCR, 
il a aussi été montré que la présence de TGF-β facilite la survie des NKT, Treg, nTh17 et des 
précurseurs de cellules IEL CD8αα [66-70]. Les facteurs de transcription importants dirigeant 
la différenciation de ces types cellulaires incluent PLZF pour les NKT, Foxp3 pour les Treg et 
RORγt pour les nTh17 [61, 71, 72]. Les NKT, en plus de nécessiter un signal de costimulation 
comme les cellules Treg, sont dépendants d’interactions avec les cellules hématopoiétiques via 
les molécules Signaling Lymphocytic Activation Molecule (SLAM) et la tyrosine kinase Fyn 
[73-77].  
Le rôle tolérogène ou effecteur des cellules T sélectionnées de façon agoniste se joue 
principalement en périphérie, même si les Tregs comme les NKT présents dans le thymus y 









Figure 1. La force du signal TCR et la sélection thymique.  
Association entre la force du signal TCR reçu par les thymocytes et le résultat de leur 
différentiation. Un fort signal TCR (agoniste) est associé à la différenciation des cellules pIEL, 
NKT, Treg et nTh17 dans le thymus, comparativement au signal TCR menant à la sélection 
positive des cellules T CD4 et T CD8. Tiré de [61]. 
 
Les cellules T sélectionnées de façon agoniste possèdent une signature particulière reflétant 
leur réception d’un fort signal TCR. Notamment, le marqueur CD5 est exprimé à la surface 
des cellules T, et son niveau d’expression semble refléter directement la force du signal TCR 
reçu lors de la sélection thymique [80-82]. Spécifiquement, ce marqueur est exprimé plus 
fortement sur les cellules sélectionnées positivement que sur les thymocytes immatures 
n’ayant pas reçu de signal TCR [80]. CD5 est d’ailleurs connu comme étant plus fortement 
exprimé à la surface des cellules Treg, en comparaison aux cellules CD4 T [83, 84]. De façon 
similaire à CD5, Nur77 est aussi induit spécifiquement par un signal TCR et est fortement 
présent dans les cellules Treg du thymus, de même que dans les precurseurs de NKT et dans 
les NKT ayant rencontré l’un de leurs antigènes agonistes, l’alpha-galactosylceramide (α-
GalCer) [85]. De potentiels précurseurs thymiques des IEL CD8αα (pIEL) expriment aussi de 
hauts niveaux de Nur77 [86], suggérant une sélection par fort signal TCR. L’expression des 
marqueurs d’activation CD69 et CD44 par les cellules sélectionnées de façon agoniste est 
aussi rapportée [61, 87]. Toutefois, il est à noter que CD69 est également exprimé par les 
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cellules CD4 et CD8 ayant reçu un signal de sélection positive et ne peut donc à lui seul 
indiquer une sélection agoniste [88, 89]. Ensemble, la signature des Treg, NKT et pIEL, 
définie par une plus forte expression des marqueurs CD5, Nur77, CD69 et CD44 que les 
cellules T sélectionnées positivement, indique qu’elles ont rencontré l’antigène pour lequel 
elles sont fortement spécifiques, mais ne sont pas devenues anergiques.  
 
1.1.1.2 La présentation antigénique propre au thymus 
Puisque le thymus est le centre d’induction de la tolérance envers les antigènes du soi 
qui seront rencontrés en périphérie par les cellules T, il importe que cet organe lymphoïde 
primaire puisse mettre les cellules T en présence d’une grande diversité d’antigènes du soi. Ce 
but est atteint via la collaboration des différents types d’APC, incluant des DC, des cTECs, des 
mTECs et des cellules B, alliées à une machinerie transcriptionnelle particulière au thymus.  
Tout d’abord, les mécanismes de préparation des peptides antigéniques dans le thymus 
possèdent des particularités qui permettent la présentation d’antigènes distincts de ceux 
retrouvés en périphérie. En périphérie, la présentation d’antigènes par le CMH de classe II 
facilite la présentation d’antigènes extracellulaires internalisés grâce aux mécanismes de 
phagocytose, endocytose ou macropinocytose [90]. Dans le thymus toutefois, les peptides 
présentés par le CMH de classe II peuvent aussi être issus de la macroautophagie, permettant 
une présentation aux cellules T CD4 d’un répertoire distinct d’antigènes en comparaison avec 
les antigènes encontrés en périphérie [31, 91].  
Les cellules thymiques exprimant les molécules de CMH peuvent donc présenter une variété 
de peptides du soi aux cellules T CD4 via le CMH de classe II et aux cellules T CD8 via le 
CMH de classe I. Des antigènes du soi importés de la périphérie peuvent également être 




Figure 2. Rôle des APC thymiques dans l’induction de la tolérance centrale.  
Dans le cortex, les cTECs participent à la séelction positives des cellules T CD4 et T CD8, 
alors que les cDC2 présentent des antigènes ubiquitaire ou acquis en périphérie et peuvent 
induire la sélection négative. Les APC de la médulla peuvent induire la délétion clonale ou 
induire la différenciation de Treg, selon leur mécanisme de présentation de l’antigène. Tiré de 
[58]. 
 
 Les différents types d’APC du thymus participent chacune à leur façon à la sélection des 
cellules T et à l’induction de la tolérance, tel que représenté dans la Figure 2 et discuté ci-
après. Spécifiquement, les cTECs participent à la sélection positive dans le cortex et peuvent 
présenter les auto-antigènes via le CMH de classe I grâce à un protéasome unique au thymus, 
le thymoprotéasome contenant la sous-unité β5t. Les antigènes présentés via le CMH de classe 
II par les cTECs peuvent quant à eux être apprêtés par la Cathepsine L et la thymus-specific 
serine protease (TSSP). L’utilisation des ces voies protéolytiques spécifiques au thymus et 
aux cTECs permet la génération d’un répertoire de peptides distinct de ceux qui seront 
encontrés par la suite lors de la sélection négative ou une fois en périphérie. En particulier, le 
thymoprotéasome possède une activité catalytique particulière et produit des peptides 
possédant une partie C-terminale basique, composée surtout de lysines et d’arginines, et qui 
sont distincts des peptides à partie C-Terminale hydrophobe produits par les autres 
protéasomes [95-97]. L’importance du thymoprotéasome et de la Cathepsine L dans la 
sélection positive sont reflétés par les défauts observés dans les souris déficientes pour l’un ou 




Alors que la sélection positive repose sur la présentation de peptides uniques au thymus, la 
sélection négative a quant à elle pour but d’empêcher les cellules T de réagir de façon 
inappropriée aux antigènes encontrés en périphérie. Alors que certains antigènes, dits tissus-
spécifiques (TSA) sont connus pour être exprimés par des organes spécifiques, des 
mécanismes sont en place pour permettre l’expression de ces antigènes dans le thymus, 
particulièrement lors de la sélection négative qui a lieu dans la médulla. Les TSA incluent par 
exemple l’insuline, autrement spécifiquement produite par le pancréas [103, 104]. 
L’expression de l’insuline dans le thymus participe au maintien de la tolérance immune, tel 
que montré chez la souris par des expériences de délétion conditionnelle de l’insuline au 
niveau thymique [105], et par l’étude de l’autoreactivité des cellules T en fonction du niveau 
d’expression d’insuline thymique [106]. Bien que son rôle dans le système immunitaire ne se 
limite pas à ce seul aspect [107], le régulateur d’auto-immunité (AIRE) joue un rôle important 
dans l’induction de la tolérance envers les TSAs, puisqu’il permet leur expression dans le 
thymus par les mTEC [103]. Grâce à leur expression de AIRE, les mTECs sont des joueurs 
majeurs dans la sélection négative et l’induction de Treg [58, 108]. Classiquement associé aux 
mTECs, l’expression de AIRE a maintenant été démontrée pour d’autres types de cellules, 
dont des cellules B, des celllules myéloides et des cellules épithéliales, soit présentes dans le 
thymus [109], soit en périphérie [110-112].  
Dans le contexte de AIRE, certains mécanismes, comme  la présentation directe d’antigènes 
par les mTECs, peuvent permettre la sélection négative des cellules T CD8, mais non celle des 
cellules T CD4. D’un autre côté, les DC du thymus peuvent médier la sélection négative des 
cellules T CD4 et des T CD8 par présentation d’antigènes transférés des mTECs exprimant 
AIRE [48, 113]. De plus, un autre facteur de transcription, Fezf2, a aussi été récemment 
impliqué dans l’expression thymique de TSA. S’ajoutant à AIRE, ces deux facteurs de 
transcription semblent avoir un rôle non-redondant dans l’expression thymique de certains 
TSA [114, 115]. Le rôle critique de AIRE dans la tolérance centrale est révélé par l’impact 
important de mutations à divers endroits dans la séquence de son gène, qui sont associées au 
syndrome autoimmune polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal dystrophy (APECED) 
chez l’humain [116]. Chez la souris, l’absence de AIRE mène à une infiltration lymphocytaire 
 
11 
d’organes périphériques tels le foie, le système reproducteur, les glandes salivaires, la rétine et 
l’estomac ainsi qu’à la production d’autoanticorps dirigés contres des antigènes de ces mêmes 
organes [103]. 
Outre les TECs et les DC thymiques, des cellules B jouent aussi un rôle dans la sélection 
négative des cellules T CD4 et l’induction de cellules Treg [109]. Finalement, des thymocytes 
DP, présentant des antigènes du soi aux cellules T CD8 via le CMH de classe I, ont été 
impliqués dans la délétion de cellules T CD8 auto-réactives [117].  
 
1.1.2 La tolérance périphérique 
Malgré les mécanismes de tolérance centrale en place, il arrive que des cellules auto-
réactives soient exportées vers la périphérie [118]. Ainsi, même chez les individus sains, des 
clones auto-réactifs de cellules T et des auto-anticorps peuvent être détectés en périphérie 
autant chez l’humain [119, 120], que chez la souris transgénique [121] ou non-transgénique 
[122]. Heureusement, différents mécanismes permettent d’éviter l’activation pathogénique des 
cellules auto-réactives.  
Puisque l’activation des cellules T nécessite un signal de costimulation provenant d’une APC, 
il importe que ce signal ne soit donné qu’à des cellules reconnaissant le non-soi. Les APC, 
dont les DC, jouent donc un rôle important dans le maintien de la tolérance périphérique. Par 
exemple, une DC activée par les PAMPs portera à sa surface les molécules de costimulation 
B7.1 et B7.2 (CD80 et CD86) nécessaires à l’activation des cellules T ayant reconnu 
l’antigène présenté par la DC. À l’état de base, les DC présentent tout de même des antigènes 
du milieu via leurs molécules de CMH, mais ne fourniront pas les signaux de costimulation 
nécessaires à l’activation. Les antigènes du soi n’induisent normalement pas l’activation des 
DC puisqu’ils ne sont pas reconnus par les récepteurs de l’immunité innée. La présentation 
d’un antigène du soi par une DC non activée n’induira donc pas l’activation des cellules T, et 
induira au contraire leur anergie ou leur délétion [123].  
Les cellules Treg CD4+CD25+FoxP3+ peuvent aussi contribuer au maintien de la tolérance 
envers les antigènes périphériques par inhibition directe et indirecte de l’activation de cellules 
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T auto-réactives [124, 125]. Spécifiquement, l’effet suppresseur des Treg sur les cellules T 
conventionnelles peut passer par l’inhibition de l’expression des molécules de costimulation 
sur les DC, par la diminution de la disponibilité de cytokines nécessaires aux cellules T, 
comme l’IL-2, par l’induction de l’apoptose des cellules T conventionnelles via la production 
de granzyme, et bien d’autres. Un effet inhibiteur direct des Treg sur les cellules T peut aussi 
être médié via la production de TGFβ ou d’IL-10, des cytokines anti-inflammatoires, par la 
cellule Treg.  
En plus des cellules Treg directement sélectionnées dans le thymus, des cellules T CD4 
conventionnelles peuvent être converties en Treg une fois en périphérie, lorsque des 
conditions particulières sont remplies [126]. Ainsi, en présence de facteurs tels que le 
Transforming growth factor beta (TGFβ), l’interleukine 10 (IL-10) et l’acide rétinoïque dans 
l’intestin, des cellules T CD4 peuvent adopter une fonction régulatrice et induire l’expression 
de FoxP3, le facteur de transcription associé aux Tregs [127]. Considérant que le TGFβ est 
aussi impliqué dans la différenciation des CD4 T en Th17, un signal par la cytokine IL-2 est 
également nécessaire à l’induction de FoxP3 par le TGFβ [128, 129]. L’IL-7 et l’IL-15 sont 
ensuite impliquées dans l’homéostasie périphérique des Treg [130]. 
 Les Tregs induits et périphérie (pTreg) complète bien la population des Tregs d’origine 
thymique (tTreg), et ces deux types semblent avoir un impact tolérogène non-redondant dans 
des contextes incluant, sans s’y limiter, le diabète auto-immun [131], la tolérance materno-
fœtale [132] et la colite [131, 133]. Différents sous-types de Treg semblent de plus pairés avec 
les différents sous-types de cellules T CD4, ajoutant une balance spécialisée aux divers aspects 
de la réaction immunitaire. Par exemple, des cellules Treg folliculaires (TFR) font balance aux 
cellules T CD4 « Follicular Helper » (TFH).  
En plus des Treg exprimant FoxP3, une population de  cellules T CD4 produisant de fortes 
quantités d’IL-10, nommée Tr1, peut se différencier en périphérie à partir des cellules T CD4 
naives en présence d’IL-27 [134, 135], ou in vitro de façon dépendante à l’IL-10 [136, 137]. 
Ces cellules nécessitent aussi un signal par l’IL-10 via l’IL-10R pour mainetnir leur fonction 
[138].  En comparaison aux tTreg et pTreg, les cellules Tr1 n’expriment que très peu FoxP3 
[139, 140], et pourraient se différencier en son absence chez l’humain, tel qu’observé chez des 
patients atteints du syndrome d'immunodérégulation, polyendocrinopathie, entéropathie auto-
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immune lié au chromosome X (IPEX) [141]. Ces cellules Tr1 modulent la réponse 
immunitaire surtout de manière indépendante de contact via leur production d’IL-10, alors que 
les Treg utilisent principalement des mécanismes contact-dépendants [142-145]. Les cellules 
Th3 sont également un type de cellules T CD4 possédant un rôle immunorégulateur induit en 
périphérie. Ces cellules peuvent être induites suites à une exposition orale à leur antigène [146, 
147]. Ces cellules régulatrices produisent du TGFβ et peuvent ainsi inhiber la réponse de 
cellules T CD4 Th1 et Th2 [147, 148].  Les cellules T régulatrices Treg, Tr1 et Th3 participent 
à la régulation des réponses auto-immunes, allergiques ou inflammatoires, mais la production 
de cytokines anti-inflammatoires comme l’IL-10 et le TGFβ peut en contrepartie favoriser les 
tumeurs et les pathogènes. Le maintien de la balance entre tolérance périphérique et réponse 
effectrice est donc crucial.  
 
Il est aussi important de noter que la seconde composante du système immunitaire adaptatif, 
les cellules B, subit aussi des étapes de tolérance centrale dans la moelle osseuse [149]. De 
façon similaire aux cellules T, les réarrangements aléatoires du BCR peuvent en effet mener à 
la génération de clones auto-réactifs. Lors du développement de la cellule B dans la moelle 
osseuse, le BCR est testé pour sa réactivité au soi. Les antigènes du soi peuvent être reconnus 
à la surface des cellules de la moelle, ou bien se présenter sous forme d’antigènes solubles 
[150-153]. La tolérance des cellules B peut être médiée par la délétion clonale, l’édition du 
récepteur ou l’anergie [149]. 
De plus, les cellules B possèdent un mécanisme supplémentaire de diversification de la 
spécificité de leur BCR, l’hypermutation somatique [154, 155]. Ce processus a lieu dans les 
centres germinatifs après l’encontre d’un antigène ayant activé le système immunitaire 
adaptatif [156]. L’hypermutation somatique permet l’insertion de mutations dans les gènes 
encodant le BCR et est associée à la maturation de l’affinité des anticorps [157, 158]. Puisque 
de nouvelles mutations pourraient mener à une auto-reactivité nouvellement acquise, il 
importe que des mécanismes de tolérance au soi soient également en place lors de la réaction 
de centre germinatif afin d’éviter la dissémination de cellules B hautement auto-réactives 
[159]. Une tolérance centrale des cellules B a donc lieu dans la moelle osseuse lors de leur 
développement, mais des mécanismes de tolérance périphérique sont aussi en place en 
 
14 
périphérie [149, 150, 152, 153, 160-164]. De façon similaire aux cellules T, différents 





1.2 Les maladies auto-immunes 
 
1.2.1 L’auto-immunité - généralités et similitudes entre ses manifestations 
La coopération des différents mécanismes de tolérance centrale et périphérique permet 
de limiter l’impact de défauts dans l’un ou l’autre des processus. Toutefois, lorsque la 
combinaison des mécanismes de tolérance centrale et de tolérance périphérique ne parvient 
pas à contrôler les cellules auto-réactives, ou lorsque ces mécanismes sont défectueux, des 
maladies auto-immunes peuvent se développer. Par exemple, des mutations dans les gènes 
AIRE ou FoxP3, d’importants régulateurs de la tolérance, sont associées à une forte réponse 
auto-immune [165, 166].  
L’auto-immunité est, selon les cas, dirigé contre un organe spécifique, ou est plutôt 
systémique. Parmi les maladies auto-immunes organe spécifique, on compte entre autre le 
diabète auto-immun, qui s’attaque au pancréas, la maladie de Graves, qui s’attaque à la 
thyroïde, la myasthénie grave, qui s’attaque aux muscles, et bien d’autres. Les maladies auto-
immunes systémiques incluent par exemple le lupus érythémateux disséminé , la polyarthrite 
rhumatoïde, le syndrome de Sjögren et la sclérodermie. 
Des facteurs génétiques ou environnementaux peuvent influencer la nature de la cible d’une 
réaction autoimmune. Certaines maladies autoimmunes cibleront donc un organe spécifique, 
alors que d’autres cibleront un antigène systémique. Des défauts intrinsèques à un organe 
peuvent en effet contribuer à sa destruction, permettant le début et/ou l’entretien d’une réponse 
auto-immune. Ainsi, une fragilité des cellules bêta, reliée à la génétique ou à la diète, 
contribue à l’apoptose des cellules bêta et au développement du diabète chez la souris, et ceci 
même en absence d’auto-immunité [167]. La flore bactérienne intestinale et sa composition 
ont aussi été associés à une prédisposition à certaines formes d’auto-immunité [168, 169]. Par 
exemple, il a récemment été montré que le développement d’une maladie autoimmune 




Certains facteurs de susceptibilité sont partagés par différentes maladies auto-immunes, 
montrant un lien dans la susceptibilité à l’auto-immunité. Ainsi, le complexe majeur 
d’histocompatibilité est associé à la prédisposition à différentes maladies auto-immunes telles 
que le diabète de type 1, la sclérose en plaque, les maladies inflammatoires de l’intestin, le 
lupus érythémateux disséminé, etc. [171, 172]. Il est intéressant de noter que différents 
haplotypes du CMH sont associés à différentes maladies auto-immunes, suggérant un rôle de 
la structure de ces molécules de CMH dans la reconnaissance préférentielle de peptides 
spécifiques. Chez l’humain comme chez la souris, bien qu’il ne soit pas suffisant à lui seul, le 
CMH est le facteur génétique conférant la plus grande susceptibilité au diabète auto-immun 
[173-175].  
Des régions génétiques autres que le CMH sont aussi associées à la prédisposition à plus d’une 
maladie auto-immune, chez la souris et l’humain [176-178]. La figure 3 présente certains de 
ces locus et les maladies leur étant associées chez l’humain. Plus concrètement, certains 
patients aux prises avec une maladie auto-immune peuvent présenter une co-occurrence 
d’autres maladies auto-immunes attaquant des cibles différentes. Lorsque 3 maladies auto-
immunes ou plus sont présentes, cette condition est connue sous le terme de syndrome d’auto-
immunité multiple (MAS) [179]. L’étude d’une maladie auto-immune et de ses mécanismes 
peut donc apporter des informations applicables à d’autres types de manifestations auto-
immunes.  




Figure 3. Locus associés à l’auto-immunité.  
Indication de la localisation de locus de susceptibilité à différentes maladies auto-immunes 
chez l’humain. Tiré de [176]. 
 
1.2.2 Le diabète auto-immun 
L’insuline est une hormone produite par les cellules bêta des ilots de Langerhans du 
pancréas. La liaison de l’insuline à ses récepteurs permet l’entrée du glucose, source d’énergie, 
dans les cellules. Lorsque ce mécanisme d’assimilation du glucose par les cellules est 
défectueux ou inefficace, le taux de glucose sanguin augmente, et du glucose peut même être 
anormalement détecté dans l’urine. Diabète est le nom donné à cette maladie chronique 
caractérisée par une incapacité à contrôler la glycémie. Deux formes principales de diabète 
sont observées : le diabète de type 1 résultant d’un déficit dans la production de l’insuline, et 
le diabète de type 2 résultant typiquement d’une résistance à l’insuline [180].  
 
Le diabète de type 1, surtout diagnostiqué chez les enfants ou les jeunes adultes, est une forme 
auto-immune, où une attaque du système immunitaire mène à la destruction des cellules bêta 
productrices d’insuline qui se trouvent dans les ilots de Langerhans du pancréas. Chez les 
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individus atteints de diabète de type 1, il est estimé que 80-95% des cellules bêta sont 
détruites, mais aussi qu’une réduction moindre peut aussi entrainer de l’hyperglycémie [181]. 
Selon des données de 2013-2014, environ 3 millions de Canadiens étaient atteints de diabète, 
dont 90% de type 2 et 9 % de type 1 (Agence de la santé publique du Canada, Système 
canadien de surveillance des maladies chroniques). Le Canada se trouve parmi les pays avec le 
plus haut taux de diabète de type 1 [182]. Mondialement, l’incidence de diabète de type 1 est 
en hausse depuis les dernières années [183-185].  
L’injection quotidienne d’insuline exogène permet aux patients atteints de diabète de type 1 de 
palier à leur défaut de production d’insuline et de contrôler leur niveau de glucose sanguin. 
Grâce à la recherche, de nouveaux types d’insulines ont été développés, et permettent de 
mieux controller la glycémie des patients atteints de diabète [186]. Le contrôle optimal de la 
glycémie permet de diminuer les complications liées à la maladie, incluant la rétinopathie 
diabétique, des maladies cardio-vasculaires et de la néphropathie [185]. La possibilité de 
transplantation d’ilots encapsulés afin de permettre l’indépendance aux injections quotidiennes 
d’insuline est également en cours de développement [187]. Toutefois, un traitement permettant 
de guérir le diabète auto-immun de façon permanente  n’est toujours pas disponible.  Bien que 
de plus en plus d’études s’intéressent au rôle de la génétique et de l’inflammation dans le 
diabète de type 2 [188-191], c’est plutôt du type 1 en tant qu’exemple de maladie auto-
immune dont il sera question ici. Finalement, la classification du diabète en deux types, telle 
qu’utilisée dans cette thèse, est une façon simplifiée de diviser la maladie, et davantage de 
sous-types de diabète peuvent être identifiés basé sur des critères incluant l’âge au 
développement de la maladie, l’index de masse corporelle, la fonction des cellules bêta et la 
résistance à l’insuline et la présence d’auto-anticorps [192]. Ainsi, des études suggèrent que 
parmi les diagnostics de diabète de type 2 se trouvent des patients adultes plutôt atteints d’une 
forme autoimmune latente, le Latent Autoimmune Diabetes of the Adult (LADA), dans une 




1.2.2.1 Le rôle du système immunitaire 
Bien avant que le pancréas soit devenu incapable de produire une quantité suffisante 
d’insuline dont le corps a besoin pour assimiler le glucose, une réaction immune a lieu dans 
les ilots de Langerhans. Ainsi, des cellules du système immunitaire, incluant des macrophages, 
des lymphocytes T et B, des cellules dendritiques et des neutrophiles vont progressivement 
infiltrer les ilots de Langerhans [194-197]. Il est important de noter que cette infiltration est 
non-uniforme d’un ilot à l’autre, chez l’humain [198] comme chez la souris Non-Obese 
Diabetic (NOD) [199]. Alors que l’infiltration du pancréas par les cellules immunitaires est 
rare chez les patients non-diabétiques, elle est présente dans un grand nombre d’ilots chez les 
individus nouvellement diagnostiqués [200, 201]. L’infiltration par le système immunitaire est 
aussi bien documenté dans la souris NOD, un modèle de diabète auto-immun spontané. Ainsi, 
alors que le diabète lui-même n’est détecté qu’autour de 12-14 semaines [202], des cellules 
immunitaires infiltrant le pancréas sont déjà détectées dans les souris NOD âgées de 4 
semaines [202], et même aussi tôt que 2 semaines [197]. Les cellules infiltrant le pancréas 
interagissent ensemble dans la réaction auto-immune. Ainsi, il a été proposé qu’une interaction 
entre les DC plasmacytoïdes (pDC), les cellules B-1a et les neutrophiles participe à l’initiation 
du diabète chez la souris NOD, suivant une vague d’apoptose physiologique des cellules bêta 
qui survient chez les jeunes souris [197].   
L’infiltration du pancréas par le système immunitaire constitue un défaut de tolérance, mais ne 
se solde pas toujours par le développement du diabète. Chez certains animaux, l’infiltration du 
pancréas est bien présente, mais diffère qualitativement de l’infiltration retrouvée dans des 
animaux diabétiques ou prédisposés au diabète [203]. D’autres étapes sont donc nécessaires à 
l’apparition de la maladie. Par exemple, la formation de centres germinatifs dans le pancréas 
est l’un des aspects associés à une infiltration pathogénique dans certains modèles [203, 204]. 
Les différents types cellulaires du système immunitaire inné, dont les cellules NK, les cellules 
dendritiques, les neutrophiles et les macrophages,et du système adaptatif,dont les cellules T 
CD4, les cellules T CD8 et les cellules B, jouent un rôle dans la réaction auto-immune qu’est 
le diabète [197, 205-207]. De plus, les cellules d’ilots d’individus diabétiques possèdent des 
caractéristiques participant à l’initiation de la réponse immune dirigées contre elles, telle 
qu’une forte expression du CMH de classe I [208, 209]. 
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Tout d’abord, les cellules T jouent un rôle clé dans l’induction du diabète[210]. 
L’investigation de la spécificité antigénique de cellules T provenant de souris ou d’humains 
diabétiques a révélé la présence de clones reconnaissant des antigènes des ilots pancréatiques 
[211]. La pathogénicité des cellules T dans le diabète est bien mise en valeur lors 
d’expériences de transfert adoptif de cellules T provenant de souris NOD vers des souris NOD 
ayant un syndrôme combiné d’immunodéficience sévère (NOD.Scid) [212, 213]. Les cellules 
T CD4 comme les cellules T CD8 jouent toutes deux un rôle dans le développement de la 
maladie, et l’absence de l’un ou l’autre est associé à une diminution du diabète [214-216]. 
Ainsi, la co-injection de cellules T CD4 et CD8 s’avère plus efficace à induire le diabète dans 
les souris NOD.Scid que la seule injection de l’un ou l’autre des sous-types [213, 217, 218]. 
Les cellules T CD8 sont connues pour leur rôle cytotoxique, et des cellules T CD8 infiltrant le 
pancréas peuvent directement tuer les cellules β [219]. Les cellules T CD4, selon leur sous-
type, produisent différentes cytokines dont les rôles varient d’inflammatoire à régulateur 
[220]. Par exemple, les cellules Th1 CD4+CD40+ de NOD peuvent induire le diabète lorsque 
transférés dans des souris NOD.scid, et bloquer la production d’IFN-γ associé aux Th1 peut 
avoir un effet protecteur chez la NOD [221, 222]. L’inhibition de la production d’IL-17 par les 
Th17 peut quant à elle protèger contre l’hyperglycémie dans des souris pré-diabétiques, 
suggérant un rôle pathogénique de l’IL-17 [223]. L’interaction des cellules T CD4 auto-
réactives avec les cellules B favorise aussi la production d’auto-anticorps. D’un autre côté, le 
co-transfert de cellules CD4 Treg permet de protéger des souris ayant reçu des cellules T CD4 
auto-réactives dans le modèle BDC2.5 [224]. 
Les cellules B jouent un rôle important dans le diabète, puisqu’elles peuvent reconnaitre 
spécifiquement les antigènes dérivés des cellules bêta du pancréas, présenter ces antigènes aux 
cellules T auto-réactives et produire des auto-anticorps une fois activées [225, 226]. Le rôle 
des cellules B dans la pathogénèse du diabète semble toutefois davantage lié à leur rôle de 
cellule présentatrice d’antigène qu’à leur rôle de production d’anticorps [227, 228]. Ceci est 
particulièrement mis en valeur grâce à des expériences chez des souris pour lesquelles les 
cellules B ne possèdent pas de CMH II (présentation d’antigène altérée) [229], ou chez des 
souris pour lesquelles les cellules B sont absentes (souris Igμ ko) [230]. L’absence de cellules 
B chez les souris NOD.Igμ ko a un rôle protecteur, et diminue grandement l’incidence de 
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diabète, bien que certaines souris développent tout de même la maladie en présence de cellules 
T pathogéniques [231, 232]. Chez l’humain, le développement du diabète a aussi été observé 
dans un patient souffrant d’un déficit sévère en cellules B, l’aggamaglobulémie liée à l’X  
[233], montrant que ces lymphocytes ne sont pas essentiels au développement de la maladie. 
D’un autre côté, les auto-anticorps à eux seuls ne sont généralement pas suffisants pour 
induire la maladie, et le transfert de sérum de souris NOD ne déclenche pas le diabète 
lorsqu’injecté à des souris déficientes en cellules B [227]. Toutefois, un rôle de la transmission 
mère-fœtus d’auto-anticorps a tout de même été observé [234]. De plus, les auto-anticorps 
dirigés contre les cellules d’ilots, l’insuline et d’autres antigènes pancréatiques conservent une 
valeur prédictive du développement du diabète chez l’humain, particulièrement lorsque 
plusieurs type d’auto-anticorps sont présents [235-240]. Finalement, même si les auto-
anticorps ne sont pas suffisants pour induire la maladie, les souris NOD chez lesquelles des 
cellules B sont présentes mais incapables de sécréter des anticorps se présentent avec une 
incidence de diabète intermédiaire entre celles de souris NOD et de souris NOD.Igμ ko [228]. 
Comme le diabète est une maladie à trait complexe, il est important de considérer que 
l’étendue du rôle pathogénique des auto-anticorps peut varier selon le contexte. 
Les cellules du système immunitaire inné jouent également un rôle important dans le 
développement du diabète [241]. Particulièrement, les APC comme les DC ont un rôle critique 
dans l’initiation de la réponse adaptative auto-immune ou le maintien de la tolérance [123, 
242]. Alors que lesDC conventionnelles induisent la tolérance des cellules T, d’autres sous-
types, tels que les DC mérocytiques [243], participent au bris de la tolérance dans le diabète 
[123]. Les pDC semblent quant à elles participer à la phase initiale du diabète chez la souris 
NOD [197]. Toutefois, bien que leur nombre soit augmenté dans des souris NOD et 
NOD.RAG en comparaison à des souris C57BL/6 (B6) et B6.RAG, les variations dans le 
nombre de pDC ne sont pas suffisantes au développement du diabète [244]. Les macrophages 
semblent aussi jouer un rôle dans l’initiation du diabète, puisque ces cellules se retrouvent très 
tôt dans le pancréas de souris pré-diabétiques [245] et que la déplétion des macrophages chez 
des souris NOD prévient l’apparition de la maladie [246] [247]. 
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1.2.2.2 Les facteurs de prédisposition 
Les facteurs génétiques 
Chez la souris comme chez l’humain, plusieurs locus de prédisposition au diabète ont 
été identifiés, et ont été nommés Insulin Dependent Diabetes Mellitus (IDDM) chez l’humain 
et Insulin Dependent Diabetes (Idd) chez la souris [248, 249]. Entre autre, le locus du CMH 
apporte la plus forte susceptibilité à cette maladie auto-immune chez la souris et l’humain et 
représente le premier locus de susceptibilité au diabète identifié dans les deux espèces, soit 
IDDM1 chez l’humain et Idd1 chez la souris) [174, 175] . Les haplotypes du CMH 
prédisposant au diabète auto-immun chez l’humain et la souris partagent d’ailleurs des 
similarités structurales. Spécifiquement, les allèles HLA-DQA1*0501–
DQB1*0201/DQA1*0301–DQB1*0302 (HLA-DQ2/DQ8) du CMH de classe II chez 
l’humain, et l’haplotype H-2
g7
 chez la souris portent tous deux des modifications de séquence 
menant à un changement d’acide aminé non-aspartique à la position 57 de la chaîne β du CMH 
II [250, 251], un changement associé à la production de cellules auto-réactives [252]. 
Toutefois, d’autres locus sont nécessaires au développement du diabète, et le CMH à lui seul 
n’est pas suffisant pour induire la maladie en présence de la combinaison d’autres variations 
génétiques de résistance au diabète. Des polymorphismes dans le gène de l’insuline lui-même 
sont aussi impliqués dans la prédisposition au diabète chez l’humain, possiblement médiée par 
le niveau d’expression de l’insuline dans le thymus selon les allèles [253, 254]. Puisque les 
Treg sont très importantes dans la régulation de l’auto-immunité, il n’est donc pas surprenant 
que des polymorphismes affectant la fonction des Treg, soit dans le gène encodant la 
Cytotoxic T-Lymphocyte-Associated Protein 4 (CTLA-4), une molécule importante dans la 
médiation de la fonction des Treg [255] soient associés au diabète chez la souris et chez 
l’humain [256, 257]. Plus de 20 locus sont impliqués dans la susceptibilité au diabète, tant 
chez l’homme que chez la souris, et leur identification ainsi que l’identification des 
mécanismes qui leur sont liés apporte peu à peu davantage d’informations sur cette maladie 





Les associations environnementales 
Bien que la génétique joue un rôle important dans la prédisposition au diabète, et à 
l’auto-immunité en général, des facteurs environnementaux influenceront aussi le 
développement de la maladie. Ainsi, des études chez l’humain comparant l’incidence de 
diabète entre des jumeaux monozygotes (identiques) et des jumeaux dizygote (non-
identiques), suggèrent fortement que la génétique, bien qu’importante, n’est pas le seul facteur 
influençant la prédisposition au diabète. Effectivement, la concordance dans l’incidence de 
diabète n’est pas de 100% entre des jumeaux identiques, qui partagent les mêmes variantes 
génétiques, mais est tout de même plus élevée que pour les jumeaux non-identiques, avec des 
taux de concordance par paires variant de 3%  à 14% dans les jumeaux dizygotes et de 13% à 
29% dans les jumeaux monozygotes alors que les taux de concordance lorsque l’un des deux 
jumeaux est atteint varie de 0% à 16 % dans les jumeaux dizygotes et de 23% à 45% dans les 
jumeaux monozygotes dans des cohortes Nord-Américaine, Italienne, Japonaise et Finlandaise 
[260-266]. 
La diète est l’un des facteurs pouvant potentiellement influencer le développement du diabète 
auto-immun. Chez l’humain, les résultats semblent mitigés, mais certaines études montrent un 
effet protecteur de la consommation de vitamine D, d’acides gras omégas 3 et d’une 
exposition tardive au gluten, alors que d’autres études rapportent une absence d’association 
[267, 268]. L’influence de la diète sur le développement du diabète auto-immune est aussi 
mise en valeur par des expériences chez la souris NOD, montrant qu’une diète pauvre en 
glycotoxines était associée à une diminution de l’incidence de diabète [269].  
L’exposition à des pathogènes est un autre mécanisme pouvant contribuer au développement 
d’une réaction auto-immune. Par exemple, une exposition à des entérovirus, comme le virus 
coxsackie est potentiellement associée au développement du diabète auto-immun chez 
l’humain [267, 270, 271]. Toutefois, il a aussi été montré que l’exposition à ce virus dans de 
jeunes souris NOD avec une insulite limitée avait un rôle protecteur, mais que le même virus 
accélérait le diabète dans des souris possédant des niveaux plus élevés d’insulite [272, 273]. 
Un mécanisme proposé pour expliquer le lien entre des infections et l’augmentation de l’auto-
immunité est le mimétisme moléculaire, c’est-à-dire que des peptides dérivés d’un pathogènes 
et ceux dérivés d’un antigène du soi pourraient être suffisamment similaires, ou même 
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identiques, pour être reconnus par les mêmes cellules T. Des cas de mimétisme moléculaire 
ont été observés envers des antigènes pancréatiques, notamment entre le  Islet antigen-2 (IA-2) 
ou le Glutamic acid decarboxylase (GAD) et des peptides dérivés de différents virus [274] et 
entre le cytomégalovirus et l’isoforme de 65 kDa de GAD (GAD65) [275]. Les infections 
virales, comme les entérovirus, peuvent aussi migrer au pancréas et affecter directement les 
cellules pancréatiques [276]. Le relâche d’auto-antigènes suite à des dommages et de 
l’inflammation induits par les virus pourrait contribuer au développement de l’auto-immunité 
[277]. Comme pour bien des aspects concernant l’effet environnemental sur le développement 
du diabète, les résultats d’associations entre les virus et la maladie sont controversés, et 
semblent pouvoir être protecteurs ou néfastes et dépendre du contexte [278, 279]. D’ailleurs, 
des polymorphismes de l’Interferon-Induced Helicase-1 l’IFH1, impliqué dans la réponse 
virale, sont associés à la prédisposition au diabète, supportant un lien entre la réponse aux 
infections virales, le baggage génétique et le développement du diabète [280-282]. 
 
1.2.2.3 Les modèles de diabète auto-immun 
Le diabète auto-immun demeure à ce jour sans traitement curatif permanent. Il importe donc 
de poursuivre la recherche afin de mieux comprendre le développement de cette maladie et les 
moyens de la guérir. Comme le diabète est une maladie complexe, contrôlée à la fois par la 
génétique et l’environement, les modèles animaux sont utiles pour simplifier l’étude des 
mécanismes associés à la maladie ou à son traitement.  
 
1.2.2.3.1 La souris NOD 
Bien que plusieurs modèles de diabète existent, la souris NOD est l’un des modèles 
couramment utilisé pour l’étude du diabète auto-immun. Initialement développée dans le 
contexte d’un modèle prédisposé aux cataractes, la souris NOD s’est en fait révélée posséder 
une forte prédisposition au diabète [202]. Contrairement à d’autres modèles murins ayant 
recours à des injections de produits détruisant les cellules productrices d’insuline, la souris 
NOD développe le diabète de façon spontanée. L’incidence de diabète atteint ainsi environ 
80% chez les souris NOD femelles avant l’âge de 30 semaines (www.jax.org), mais peux 
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varier selon les études [202]. Le diabète chez la souris NOD constitue un modèle présentant 
plusieurs similarités avec la maladie se développant chez l’humain. Par exemple, il s’agit 
d’une maladie auto-immune, où le système immunitaire infiltre les ilots de Langerhans. La 
souris NOD développe aussi, à l’instar de l’humain, des auto-anticorps dirigés contre 
l’insuline, bien que ceux-ci ne soient pas directement pathogéniques en eux-mêmes [227]. 
Finalement, l’haplotype H-2
g7
 du CMH exprimé par la souris NOD présente des similarités 
avec l’haplotype du CMH prédisposant au diabète auto-immun chez l’humain [250, 251]. Ce 
modèle peut donc s’avérer utile lors de l’étude des mécanismes liés au rôle du CMH dans le 
développement du diabète auto-immun. Des variations dans le nombre ou la fonction 
depopulations immunitaires de cellules T  et de DC ont de plus été observées chez la souris 
NOD [248], dont certaines associés à des locus de prédisposition au diabète [290-293], 
montrant l’importance de chaque type cellulaire dans le contrôle génétique du maintien de la 
tolérance immune.  
La souris NOD n’est toutefois pas un modèle parfait, et diffère de l’humain sur quelques 
points. Contrairement à une incidence relativement équivalente entre hommes et femmes chez 
l’humain, ou alors augmentée chez les hommes pour les adultes [294], l’incidence de diabète 
chez les souris NOD mâles est inférieure à celle observée chez les femelles [202]. Cette 
réduction dans la susceptibilité des souris mâles au diabète chez la souris NOD par rapport aux 
femelles a été attribuée à l’influence des hormones sexuelles et du microbiome [295]. Un autre 
aspect différant entre la souris et l’humain est la structure même des ilots de Langerhans : chez 
la souris les cellules bêta sont situées vers l’intérieur de l’ilot, entourées par une zone de 
cellules alpha ; chez l’humain, les cellules alpha et bêta sont distribuées plus aléatoirement 
dans l’ensemble de l’ilot, dans des motifs très différents de la souris [296, 297]. Des 
différences au niveau fonctionnel ont aussi été rapportées entre les cellules bêta de l’humain et 
de la souris [297]. Ainsi, des découvertestouchant à l’arrangementcellulaire des cellules bêta 
au sein des ilots pourraient ne pas être applicables à l’humain lorsque découvertes dans les 
modèles murins tels que la souris NOD. Finalement, la souris NOD développe le diabète après 
avoir atteint sa maturité sexuelle, alors que chez l’humain le diabète auto-immun peut se 
déclarer très tôt dans la vie d’un patient [294]. Cette différence dans l’âge d’apparition de la 
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maladie est aussi une limitation potentielle de la souris NOD à l’application chez l’humain de 
découvertes liées aux hormones et à leur rôle dans le déclenchement du diabète.  
Si les thérapies mises au point chez la souris ne sont pas toujours un succès chez l’humain, par 
exemple anakinra (antagoniste du récepteur à l’IL-1) ou teplizumab (anti-CD3 monoclonal) 
qui ont échoués à se montrer efficace en essai clinique à but curatif [258, 298], la souris NOD 
et les lignées qui en sont dérivées se sont tout de même révélées comme des outils précieux 
dans l’étude des différences immunitaires associées au développement du diabète [258, 299]. 
L’étude du contrôle génétique du diabète auto-immun chez la souris NOD a d’ailleurs révélé 
plus de 20 locus de susceptibilité au diabète, nommés Iddet certains de ces locus s’avèrent 
orthologues à des locus de susceptibilité au diabète identifiés chez l’humain [248].  
 
 
1.2.2.3.2 Le modèle TCR 3A9 :insHEL 
Le développement du diabète dans la souris NOD est un trait complexe, dominé par le 
locus du CMH. L’utilisation d’un modèle où le CMH ne serait pas le facteur principal 
influençant le développement du diabète, mais qui préserverait à la fois les autres locus de 
susceptibilité au diabète de la souris NOD, permettrait possiblement l’identification de 
mécanismes reliés à ces autres facteurs de susceptibilité. Par exemple, l’haplotype H-2
k
 du 
locus du CMH ne prédispose pas au diabète lorsqu’introduit chez la souris NOD, alors 
nommée NOD.B10-H2
k
 et ici nommée par sa forme courte, NOD.H2
k
. Toutefois, il est 
possible de favoriser le développement du diabète chez la souris NOD.H2
k
 en introduisant des 
cellules T auto-réactives sélectionnées spécifiquement par cet haplotype du CMH et 
spécifiques pour un antigène du pancréas [203]. 
Ceci peut être accompli grâce à l’insertion dans le génome de la souris de deux transgènes 
complémentaires : le TCR 3A9 permettant la production de cellules T spécifiques pour un 
peptide du lysozyme d’œuf de poule (HEL) présenté par le CMH de classe II ; et le transgène 
insHEL permettant l’expression de HEL sous le contrôle du promoteur de l’insuline. Ce 
modèle TCR 3A9:insHEL est donc permissif à la production de cellules T spécifiques pour un 
antigène exprimé dans le pancréas, ce qui peut mener à une destruction des cellules bêta. 
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Toutefois, le fond génétique de la souris chez laquelle ces deux transgènes sont introduits 
influence les mécanismes de tolérance, et l’introduction des deux transgènes dans différentes 
lignées de souris mène à des taux d’incidence de diabète auto-immun différents. Ainsi, la 
lignée B10.BR, dont le fond génétique est similaire à la lignée C57BL/6 (B6), est relativement 
résistante au diabète même lorsqu’elle possède les deux transgènes. La lignée TCR 
3A9:insHEL NOD.H2
k 
est quant à elle fortement prédisposée au diabète, avec une incidence 
atteignant environ 80% [203]. Ce modèle a l’avantage de permettre l’étude de cellules T 
spécifiques à un antigène connu, et ceci en présence ou en absence dudit antigène, puisque les 
deux transgènes sont indépendants. En absence du transgène insHEL, les cellules portant le 
TCR 3A9 ne sont pas considérées comme auto-réactives, et il n’y a pas développement du 
diabète. Dans le thymus des souris TCR 3A9 :insHEL toutefois, la sélection négative des 
cellules T a lieu [203], puisque HEL, étant exprimé sous le contrôle du promoteur de 
l’insuline, est présent dans le thymus en tant qu’auto-antigène [300]. D’ailleurs, un défaut de 
la sélection négative chez la souris NOD a été observé dans ce modèle [203]. 
Dans le modèle TCR 3A9:insHEL, l’infiltration des cellules du système immunitaire dans le 
pancréas est quantitativement comparable entre la lignéeTCR 3A9 :insHEL B10.BR résistante 
au diabète, et la lignée TCR 3A9 :insHEL NOD.H2
k
 prédisposée au diabète [203]. A l’opposé, 
les souris B6 non-transgéniques ne présentent pratiquement pas d’infiltration de lymphocytes 
dans leurs ilots pancréatiques, alors que la lignée NOD possède une forte infiltration [301]. 
D’ailleurs, la prévention de l’insulite chez la lignée NOD est l’un des facteurs participant à la 
protection au diabète par certains locus, comme le locus Idd5 [202, 302, 303]. La présence des 
transgènes TCR 3A9 :insHEL favorise donc l’infiltration du sytème immunitaire dans le 
pancréas, mais la quantité de cellules infiltrant le pancréas n’y est pas associée au 
développement du diabète. Cette différence avec les lignées non-transgéniques NOD et B6 
doit être prise en compte lors d’études d’incidence de diabète et d’analyses histologiques. 
Ainsi, bien que le degré d’infiltration soit similaire entre les lignées B10.BR et NOD.H2
k
 
portant le même transgène TCR 3A9:insHEL, la nature de l’infiltration diffère entre les deux 
fonds génétiques et des centres germinatifs peuvent être retrouvés dans les ilots des souris 
transgéniques NOD.H2
k 
mais pas B10.BR [203]. Il est donc possible d’étudier, grâce à ce 
modèle transgénique, les paramètres génétiques et biologiques menant à une réaction auto-
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immune pathologique au sein du pancréas, en comparaison à une réaction immune ne menant 
pas au diabète.  
La comparaison du modèle transgénique à la littérature portant sur des lignées de souris non-
transgéniques a aussi permis d’associer le rôle de différents locus Idd à la protection de 
l’infiltration initiale du pancréas par le système immunitaire, ou à la protection de la réaction 
pathogénique suite à l’infiltration [304].  
L’une des autres particularités du modèle TCR3A9 :insHEL est la pathogénicité des auto-
anticorps et le biais de sélection de cellules T CD4 auto-réactives [203, 305] . Cet aspect est 
important, puisque des locus génétiques impliqués dans la production d’auto-anticorps et 
l’activation subséquente des cellules T CD4 autoréactives peuvent être associés à la 
susceptibilité au diabète dans le modèle TCR 3A9 :insHEL, alors qu’ils ne le seraient 
potentiellement pas autant dans un contexte non-transgénique NOD. Finalement, il est connu 
que l’introduction d’un TCR transgénique modifie la sélection des cellules T, puisque le TCR 
transgénique est exprimé à un stade précoce du développement des cellules T. En plus de 
favoriser spécifiquement la production de cellules T CD4 dans ce modèle où le TCR 3A9 est 
restreint au CMH de classe II, la présence de TCR transgéniques mène à une augmentation de 
la production d’un sous-type cellulaire autrement rare dans les souris non-transgéniques : les 
cellules T CD4-CD8- double négatives (DN T). Ces cellules T sont très importantes dans la 
tolérance immune, et il en sera davantage question dans la section 1.4.  
Ainsi, l’introduction des transgènes TCR 3A9 et insHEL permet de simplifier l’étude du 
diabète, et d’identifier les facteurs de susceptibilité associés à un contexte d’auto-réactivité des 
cellules T restreintes au CMH de classe II. Toutefois, vu les particularités du modèle, 
l’importance relative des mécanismes de tolérance chez les souris TCR 3A9 :insHEL peut 
différer de ce qui est observé chez la souris NOD. 
 
1.2.2.3.3 Les autres modèles de diabète 
Outre une attaque du pancréas par le système immunitaire, d’autres causes peuvent engendrer 
la destruction des cellules bêta du pancréas. Une destruction chimique, induite par des 
pathogènes ou encore une pancréatectomie peuvent ainsi permettre le développement du 
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diabète par défaut de production d’insuline. Lors d’études effectuées chez l’animal, le choix 
de modèle de diabète doit donc être choisi avec soin selon les objectifs de recherche, que ce 
soit d’investiguer les mécanismes menant au développement de la maladie, ou encore de 
développer de nouvelles thérapies.  
Les modèles d’injection de streptozotocine (STZ) chez la souris prennent avantage de la 
sensibilité des cellules bêta aux radicaux libres pour détruire sélectivement les cellules 
productrices d’insuline et entrainer l’hyperglycémie. La STZ se lie aux transporteurs du 
glucose GLUT-2, et produit des dommages par radicaux libres dans les cellules bêta des ilots 
du pancréas [283, 284]. Le modèle d’induction du diabète par injections de STZ peut être 
divisé en deux, selon le dosage de la toxine. Le modèle à forte dose, ou une seule dose de 100-
200 mg/kg par souris est injectée, et le modèle de faible dose, où des doses de 20-50 mg/kg 
par souris par jour sont injectées sur une période de 5 jours (www.jax.org) [285, 286, 289]. 
Alors que le modèle à forte dose détruit rapidement les cellules bêta de façon chimique, la 
modèle à faible dose entraine plutôt une destruction lente, dépendante de la production de 
cytokines par les cellules immunitaires incluant les macrophages, qui sont les premières 
cellules à infiltrer les ilots dans ce modèle [287]. Le modèle de STZ à faible dose est 
davantage intéressant d’un point de vue de l’étude des mécanismes de développemet du 
diabète que le modèle à forte dose, puisque la destruction des cellules bêta peut être médiée 
par système immunitaire. Toutefois, les cellules T et les cellules B ne sont pas essentielles au 
développement de l’hyperglycémie induite par le traitement STZ, tel que démontré par le 
développement du diabète dans des souris SCID [288]. Ceci représente un inconvénient au 
modèle STZ dans le contexte de l’étude du diabète en tant que maladie auto-immune. Tout de 
même, le modèle STZ a pour avantage d’être relativement rapide à induire lorsque comparé à 
des modèles spontanés tels que la souris NOD. La susceptibilité à l’induction de 
l’hyperglycémie varie également selon la lignée de souris utilisée, faisant de ce modèle une 
approche pertinente pour l’étude des facteurs de prédisposition génétiques [289]. 
 
En plus de la souris, des modèles de diabète existent chez le rat. Les rats BioBreeding (BB), de 
façon similaire à la souris NOD, développent le diabète de façon spontannée. Les rats BB se 
présentent avec une lymphopénie caractérisée par un faible nombre de cellules T, 
 
30 
particulièrement les cellules T CD8, ce qui constitue un inconvénient lors de l’étude de la 
contribution des cellules T CD4 et CD8 au diabète [286].  Toutefois, le développement du 
diabète chez le rat BB ne diffère pas entre les mâles et femelles, ce qui constitue une 
ressemblance avantageuse avec l’humain [286]. Enfin, tel que mentionné dans la section 
1.2.2.2, un rôle des infections virales dans le développement du diabète a été suggéré chez 
l’humain [267, 270, 271]. Les rats BB sont d’ailleurs susceptibles à l’induction du diabète 
après infection avec des virus comme parvovirus et cytomégalovirus [306]. 
Pour chacun des modèles, résumés dans le tableau 1, l’étude d’aspects spécifiques de la 
maladie peut être faite en utilisant des variations génétiques comme des lignées congéniques 
chez la souris NOD et le rat BB, des animaux ko ou des animaux transgéniques, ou 
simplement en variant les fonds génétiques dans les expériences de STZ et d’induction virale. 
 
Tableau 1. Résumé des modèles murins de diabète  
Modèle Mécanisme Avantages Inconvénients 
Souris NOD Spontané 
Modèle spontané de 
susceptibilité génétique 
Plusieurs homologies 
génétiques avec l’humain 
Diabète dépendant du 
système immunitaire 
Biais du sexe dans la 
prédisposition au diabète; 




Induction chimique par 
STZ à haute dose 
Destruction des cellules 
bêta par toxicité 
Modèle rapide à mettre 
en place ; possible 
d’étudier la régénération 
des cellules bêta 
N’est pas médié par le 
système immunitaire ; 
dommages possibles au 
foie en cas de dose 
inappropriée 
Induction chimique par 
STZ à faible dose 
Destruction initiale 
chimique, induction 
d’insulite par infiltration 
du système immunitaire 
et production de 
cytokines 
Modèle rapide à mettre 
en place ; médié en partie 
par le système 
immunitaire ; composante 
de prédisposition 
génétique 
Ne dépend pas des 
cellules T et B ; La dose 
nécessaire varie selon le 
sexe et le fond génétique ; 
Femelles moins 
susceptibles 
Induction de la 
destruction des cellules 
bêta par virus 
Destruction directe par le 
virus, ou indirecte par une 
réponse auto-immune 
  
Rat BB Spontané 
Parallèles génétiques 
avec l’humain ; 
susceptibles au diabète 
induit par virus ; diabète 






1.3 Les analyses d’association génétique 
Les variations génétiques entre individus sont une grande source de diversité dans 
l’expression de différents traits phénotypiques. La prédisposition aux maladies auto-immunes, 
la teinte de la peau, la grandeur, la couleur des yeux ou le nombre de cellules parmi certaines 
populations du système immunitaire ne sont que quelques exemples [307-312]. Bien que 
l’environnement soit de plus en plus reconnu pour son rôle dans certains phénotypes, la 
contribution du génome demeure un facteur important influençant le système immunitaire. De 
plus, certains paramètres immunitaires semblent davantage influencés par la génétique que par 
la composante environnementale [313-316]. 
Les polymorphismes génétiques et les mutations associés à différents traits peuvent apporter 
beaucoup d’information sur le mécanisme associé auxdits traits. L’identification de gènes 
associés à des défauts du système immunitaire a grandement aidé notre compréhension des 
mécanismes d’induction de la tolérance et de différentiation cellulaire. Par exemple, la 
découverte de mutations entrainant l’IPEX, a mené à l’identification du rôle crucial des 
cellules Treg, et à l’identification de Foxp3 un des facteurs de transcription associé à la 
différenciation des Treg chez l’humain et la souris [72, 317-319]. Une observation similaire, 
où des souris dites « helper T cell deficient » présentaient un défaut de production de cellules 
T CD4, a mené à l’identification du gène Zinc Finger and BTB Domain Containing 7B 
(zbtb7b), aussi connu sous le nom de Thpok, comme régulateur maitre des cellules T CD4 
[320-322]. Le syndrome auto-immun Autoimmune Polyendocrinopathy-Candidiasis-
Ectodermal Dystrophy (APECED), causé par une mutation de AIRE, a participé à 
l’identification de cet important régulateur de la tolérance [323]. Sans nécessiter des mutations 
causales ayant un effet aussi drastique, il est possible d’étudier l’effet de polymorphismes 
naturellement présents dans les populations. L’une des méthodes permettant de révéler une 
association entre un polymorphisme génétique et un phénotype est de recourir à une analyse 
de liaison génétique.  
Les analyses de liaison génétique peuvent apporter des informations qui se montrent utiles 
pour la compréhension de différents mécanismes, mais aussi pour une multitude d’aspects au 
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niveau clinique. Par exemple, les analyses de liaison génétique peuvent identifier les locus et 
Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) prédisposant à une maladie et déterminer l’étendue 
de leur impact sur la probabilité de développer cette maladie. Des outils de surveillance 
peuvent alors être mis en place afin d’assurer le suivi de patients hautement à risque, par 
exemple. L’identification de gènes associés à la réponse à un médicament peut également 
s’avérer utile dans la personnalisation d’approches thérapeutiques en fonction de la génétique 
des patients.  
 
1.3.1 Principes et considérations 
L’approche utilisée pour mener des analyses de liaison génétique varie selon le modèle 
utilisé, humain ou animal, mais le principe clé demeure le même. Les analyses de liaison 
génétique consistent donc en trois étapes principales. Tout d’abord, le phénotype des individus 
sélectionnés est étudié pour un trait donné, que ce soit la présence ou sévérité d’une maladie, 
la fréquence d’un certain type cellulaire, la réponse à un composé, etc. Des échantillons d’ 
acide désoxyribonucléique (ADN) de tous les individus sont prélevés et analysés pour 
répertorier les différences génétiques. Finalement, des logiciels spécialisés facilitent l’analyse 
statistique d’association entre certaines variantes génétiques et les phénotypes étudiés. Les 
résultats finaux, exprimés en logarithm of the odds (LOD) score, représentent la probabilité 
qu’un polymorphisme donné soit associé à une différence de phénotype.  
À chacune des étapes du processus, des considérations de conception de l’étude peuvent 
influencer les résultats. Tout d’abord, l’approche utilisée pour déterminer le génotype des 
individus peut influencer la précision de l’association entre génétique et phénotype. Ainsi, les 
études peuvent recourir au séquençage complet du génome ou à l’évaluation de SNP sélectifs 
distribués à intervalles plus ou moins rapprochés dans le génome (low-density, medium 
density, high density). L’évaluation de variations dans le nombre de copies (CNV) d’une 
région génétique est un autre paramètre qui peut être étudié lors des analyses de liaison 
génétique [324, 325].  
Également, la similarité génétique entre les individus inclus dans une cohorte influencera les 
résultats, puisque seules les régions polymorphiques sont évaluées. Le degré d’héritabilité, la 
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stabilité dans le temps (âge des sujets) et la sensibilité de détection du phénotype étudié 
influenceront aussi le pouvoir d’association génétique de l’étude, ou guidera le choix des 
critères d’inclusion. Finalement, les analyses de liaison génétique utilisent typiquement des 
échantillons de grande taille, particulièrement chez l’humain. La nature du phénotype étudié 
en lui-même influencera aussi beaucoup la taille de l’échantillon. Par exemple, il sera plus 
difficile d’identifier toutes les composantes génétiques d’un trait hautement multigénique 
comparativement à un trait monogénique. Un échantillon de taille plus élevée sera nécessaire 
pour des traits multigéniques ou ayant une moindre pénétrance, c’est-à-dire dans les cas où un 
génotype a un effet variable sur l’expression d’un phénotype [326]. 
 
1.3.2 Les différents types d’analyse d’association génétique 
Différentes approches d’analyse de liaison génétique existent basé sur la nature de 
l’échantillon étudié. Différents types seront décrits ici en mettant l’emphase sur les aspects 
spécifiques aux individus testés. Chez la souris, plusieurs croisements sont possibles afin 
d’étudier la contribution de polymorphismes génétiques [327]. Les types d’études murines 
seront donc ici divisés en deux parties, selon le nombre de lignées parentales utilisées lors de 
la génération de la cohorte étudiée. Indifféremment de l’approche, une étape d’analyse 
génétique par échantillon d’ADN et une étape d’association statistique seront incluses.  
 
1.3.2.1 Les GWAS chez l’humain 
Les études d’association génétiques de type Genome-wide association study (GWAS) 
chez l’humain ont mené lieu à l’identification de plusieurs facteurs de risque génétique pour 
diverses maladies, comme le diabète auto-immun [175], le diabète de type 2 [188] et bien 
d’autres [328]. Les études peuvent procéder par cohortes cas-contrôle, qui peuvent être 
davantage qualitatives, ou en utilisant les variations quantifiables de phénotypes au sein de la 
population étudiée. Le type d’effet génétique, soit dominant, co-dominant ou récessif, la 
fréquence et la force de l’effet des allèles associés aux variations de phénotypes, de même que 
le degré de multigénicité des traits sont tous des facteurs qui contribuent au pouvoir 
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statistiques d’une étude GWAS [329]. Les études de GWAS incluent typiquement un grand 
nombre d’individus puisque la population humaine est très diversifiée génétiquement, et 
étudient l’effet de plusieurs polymorphismes sur le phénotype étudié [329]. Toutefois, 
certaines populations, par exemple les populations isolées, comprennent des individus plus 
génétiquement similaires entre eux. Le choix de la population étudiée pour l’association 
génétique aura donc une influence sur les résultats, dépendant du degré de diversité génétique 
capturé [330]. Ainsi, dans des populations isolées ou consanguines, où la diversité génétique 
est limitée, la concentration de variantes génétiques autrement plus rares dans la population 
générale peut contribuer à l’identification du rôle de ces variantes [331, 332]. Les résultats 
obtenus d’une telle population ne concorderont toutefois par forcément avec une étude 
similaire menée dans une autre population isolée ou consanguine, puisque les facteurs 
génétiques sélectionnées peuvent être différents. Il est aussi possible d’identifier des facteurs 
de susceptibilité en procédant à des études GWAS sur des populations diversifiées [333, 334]. 
L’un des facteurs majeurs limitant les études chez l’humain est la variabilité induite par 
l’environnement, que ce soit l’exposition à des virus, la diète, le style de vie plus ou moins 
actif, le tabagisme, etc. Ces facteurs, qui s’ajoutent aux différences d’âge et de sexe en plus 
des variations génétiques, peuvent affecter les populations immunitaires, ou le développement 
de maladies [335-338]. La plus grande homogénéité environnementale de populations isolées 
participe aussi dans ces cas à diminuer la variabilité des phénotypes due à des facteurs non 
génétiques [331]. De plus, les résultats de GWAS chez l’humain, bien que pouvant identifier 
et grand nombre de variantes génétiques associées à un risque de développer une maladie, ne 
peuvent identifier l’ensemble des facteurs de risque. Effectivement, plusieurs maladies, 
comme le diabète, sont hautement multigéniques, et chaque facteur génétique pris 
individuellement contribue relativement peu à la susceptibilité. De plus, il convient de toujours 
se souvenir que les régions génétiques identifiées sont associées au trait étudié, et ne sont pas 
forcément causales [328].  
Les études via les modèles murins pourront permettre de pallier à certaines des difficultés 
rencontrées lors des études d’association génétique chez l’humain, comme l’impact de 




1.3.2.2 Les études murines à deux lignées parentales : F2 et Backcross 
La plupart des lignées de souris de laboratoire communément utilisées sont constituées 
d’individus « inbred », c’est-à-dire que les souris individuelles d’une même lignée sont 
pratiquement génétiquement identiques entre elles [339]. Lors d’études de liaison génétique 
chez la souris, il faut donc d’abord générer des individus génétiquement différents. La 
première étape consiste à choisir deux lignées parentales génétiquement et phénotypiquement 
différentes. Il importe de choisir les lignées parentales présentant le plus grand écart de 
phénotype possible. Par exemple, pour plusieurs phénotypes, les souris NOD et B6 s’avèrent 
différentes. Des lignées issues de ces fonds génétiques, incluant parfois un locus congénique, 
un transgène ou un KO, ont été utilisées comme lignées parentales lors d’analyses de liaison 
génétiques portant sur le contrôle génétique de populations immunitaires [244, 291, 340-343]. 
L’utilisation de lignées parentales congéniques pour un locus majeur influençant les traits 
étudiés s’avère par exemple très utile pour identifier des locus mineurs participant à l’autre 
fraction du contrôle génétique. Effectivement, lorsque les lignées parentales sont identiques à 
un locus génétique donné (congénique, ou naturellement non-polymorphique), mais présentent 
tout de même une différence importante de phénotype, les variations dans les phénotypes des 
descendants seront révélés pour les autres locus participant au contrôle de ces traits.  
Le croisement initial des deux lignées parentales, les lignées A et B, est la génération filiale 1 
(F1). Pour chaque région polymorphique entre les lignées parentales, les animaux F1 
possèdent un génome hétérozygote, et chaque paire de chromosome compte une copie 
provenant de la femelle/lignée A et une autre du mâle/lignée B. Les études de liaison 
génétique par génération filiale 2 (F2) ou backcross (BC1) exploitent le phénomène 
d’enjambement chromosomique se produisant lors de la méiose dans les gamètes des souris 
F1. Lors de ce processus, des échanges de matériel génétique se produisent entre les régions 
homologues des chromosomes d’une même paire. Les souris F2, issues de l’intercroisement de 
souris F1 se présentent donc avec un patron de recombinaison aléatoires de segments 
chromosomiques d’origine A ou B, et ce sur chaque chromosome, tel que représenté à la 
figure 4. Trois génotypes différents sont donc possibles pour chaque région polymorphique 
d’une souris F2 : AA, AB ou BB. Les études de cohortes de BC1 procèdent différemment, et 
utilisent le rétrocroisement d’une souris F1 avec l’une des lignées parentales (e.g. lignée A). 
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Dans ces cas, seule une copie de chaque chromosome des descendants possède des patrons de 
recombinaison aléatoires des allèles provenants des deux lignées parentales, et les génotypes 
possibles sont AA et AB.  Les études par cohorte F2 peuvent donc révéler l’effet de 
polymorphismes récessifs et dominants, alors que les cohortes par BC1 mettent en valeur les 
différences induites par des locus dominants. De plus, le double de souris BC1 est nécessaire 
comparativement à des souris F2 pour obtenir un nombre équivalent de recombinaisons. L’un 
des désavantages de l’utilisation de lignées F2 ou BC1 tient du fait que chaque souris générée 
est unique. Il est donc avantageux, lorsque possible, d’investiguer plus d’un phénotype pour 
chaque souris d’une même cohorte afin de maximiser la quantité de résultats tirés d’une étude. 
Toutefois, il demeure relativement aisé de générer de nouvelles souris F2 et BC1 lorsque 
nécessaire, puisque ces cohortes ne requièrent que deux générations de croisement.  
 
Figure 4. Comparaison des approches de croisement par lignée F2 et par lignées 
recombinantes inbred.  
Schéma de génération de souris F2 par intercroisement de deuxième génération (gauche) et 
des lignées du Collaborative Cross (droite). Tiré de [327]. 
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1.3.2.3 Le Collaborative Cross 
Le Collaborative Cross (CC) est né du besoin de générer une ressource murine 
présentant un haut degré de diversité génétique. Effectivement, les lignées de souris les plus 
communément utilisées en laboratoire sont très similaires entre elles au niveau génétique, et 
dérivent majoritairement de la même sous-espèce de mus musculus, représentée par la lignée 
WSB [344, 345]. Le CC constitue une ressource communautaire de lignées inbred 
recombinantes issues de 8 lignées fondatrices choisies avec soin. Celles-ci incluent 5 lignées 
communément utilisées en laboratoire, soit les lignées B6, NOD, A/J, 129 et New Zealand 
Obese (NZO), ainsi que 3 lignées dites « dérivées de sauvages », soit les lignées CAST, PWK 
et WSB. Les 8 lignées fondatrices ont été croisées selon une stratégie bien précise, illustrée à 
la figure 4, afin de générer des centaines de lignées inbred, qui capturent une grande part de la 
diversité du génome murin [346].  
Alors que les études utilisant des souris F2 sont limitées aux polymorphismes de deux lignées 
parentales, le CC inclut un nombre beaucoup plus élevé de polymorphismes dérivés de 8 
lignées parentales. À ceci s’ajoute l’accumulation de nouvelles mutations au fil des 
générations, menant à l’apparition de variantes autrement absentes des lignées parentales. Il 
devient donc possible, dans une même étude, d’identifier la contribution d’un plus grand 
nombre de polymorphismes. L’un des grands avantages du CC, ou d’autres ressources de 
lignées inbred recombinantes, est la reproductibilité des lignées et la nécessité de n’effectuer 
qu’une seule ronde d’analyse de génotype par lignée. Au contraire des cohortes F2 et BC1, il 
est alors possible d’inclure plusieurs individus pour chaque génotype afin de contrôler pour la 
variabilité expérimentale lors de l’analyse des phénotypes. Il est également possible d’étudier 
plusieurs cohortes identiques à des moments différents, et de sélectionner des animaux 
particulièrement intéressants pour des études subséquentes. La reproductibilité de cette 
ressource génétique ouvre la porte à l’établissement de corrélations entre des études 
indépendantes. Jusqu’à maintenant, le CC a été utilisé dans une vaste gamme d’études 
génétiques portant sur la composition du système immunitaire [347-349] et la réponse aux 
pathogènes [350-354], mais aussi sur le métabolisme de drogues [355], la tolérance au glucose 
[356], et bien d’autres phénotypes [357-359]. Non seulement le CC est-il utile pour révéler des 
gènes candidats impliqués dans différentes voies biologiques, mais il permet aussi de 
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développer de nouveaux modèles de maladies humaines. Effectivement, il arrive parfois 
qu’une lignée du CC se présente avec un phénotype drastiquement différent des autres lignées, 
que ce soit grâce à la combinaison unique des allèles, ou à cause d’une mutation apparue au fil 
du croisement. De tels phénotypes extrêmes ont donné lieu à de nouveaux modèles, par 
exemple dans les cas de la rétinopathie diabétique [360] et de la colite [361], qui pourront être 
utiles afin de tester de nouvelles thérapies ou de mieux comprendre les maladies. 
La diversité génétique du CC constitue à la fois un avantage, puisqu’elle s’approche de 
l’humain sur cet aspect, et un inconvénient, puisque des polymorphismes ayant un effet moins 
marqué sur les phénotypes étudiés ne seront pas identifiés lors d’analyses de liaison génétique. 
De plus, contrairement à des croisements de type F2 ou BC1, les lignées recombinantes inbred 
requièrent plusieurs générations avant d’être utilisées lors d’expérimentations. Le coût initial 
de génération de ce type de lignée est donc beaucoup plus élevé. De plus, des problèmes de 
fertilité imprévus limitent la production de certaines lignées du CC [362], réduisant quelque 
peu l’étendue du pouvoir statistique de cette ressource et la facilité théorique d’accès à des 
centaines de lignées. Toutefois, l’étude de phénotypes sur un relativement faible nombre de 
lignées du CC s’avère tout de même informative [347, 352, 355, 357, 363]. Concrètement, 
pour des traits régulés pas des locus majeurs, tel que la couleur du pelage, une cohorte de 50 
lignées du CC pourrait être suffisante [364].  
 
1.3.3 L’identification et la validation des gènes candidats 
Dans les cas optimaux, les analyses de liaison génétique associeront le contrôle du 
phénotype étudié à une région réduite du génome, incluant un ou quelques gènes spécifiques. 
De là, on peut inférer l’effet des différents polymorphismes grâce à des outils informatiques, et 
réduire la liste aux gènes portant les polymorphismes les plus potentiellement intéressants. 
L’utilisation d’approches expérimentales permettant de déterminer les types cellulaires et 
voies biologiques impliquées dans un phénotype sont aussi une étape cruciale dans 
l’investigation de gènes candidats. Par exemple, des chimères hématopoïétiques et des 
analyses d’expression génique, par exemple le séquençage d’acide ribonucléique (RNA-seq) 
ou l’amplification en chaîne par polymérase (PCR) peuvent apporter d’importants indices 
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quant aux mécanismes impliqués dans une différence de phénotype entre deux lignées de 
souris, ou encore dans le contrôle général d’une population cellulaire. De plus en plus d’outils 
informatiques permettent d’optimiser l’étape de recherche de gènes candidats en intégrant des 
données d’expression, d’interaction, etc. Toutefois, une validation biologique demeure 
nécessaire pour confirmer l’effet d’un ou plusieurs gènes ou polymorphismes. De nombreuses 
façons de procéder existent, de la validation d’un locus à la validation d’un gène ou même 
d’une mutation spécifique. Des méthodes de validation seraient également utilisées chez 
l’humain, mais il sera ici uniquement question de validation chez la souris, qui représente un 
modèle génétique plus malléable. 
 
1.3.3.1 Les souris congéniques 
Une première approche pouvant être utilisée suite à l’identification d’un locus régulant 
potentiellement un phénotype est de vérifier l’impact de ce locus dans son ensemble, sans 
limiter à un seul gène. Par exemple, chez la souris, il est possible de recourir à des lignées 
dites « congéniques », c‘est-à-dire génétiquement identiques à une lignée parentale, à 
l’exception d’un locus d’intérêt dont le génotype provient d’une autre lignée de souris. De 
telles souris congéniques sont générées par rétrocroisement, sur plusieurs générations, d’une 
souris F1 avec la lignée parentale dont sera conservé le fond génétique. À chaque génération, 
seules les souris hétérozygotes au locus d’intérêt seront rétrocroisées à nouveau. Après 
plusieurs croisements de la sorte, les souris seront génétiquement identiques à la lignée 
parentale, à l’exception du locus d’intérêt qui sera hétérozygote. L’intercroisement des 
animaux hétérozygotes donnera finalement naissances à des individus homozygotes pour le 
locus congénique. L’étude de différences entre les souris des lignées parentales et de la lignée 
congénique permet d’évaluer la contribution du locus d’intérêt à différents phénotypes. Par 





et de souris NOD congéniques pour l’haplotype H-2
b
 du CMH (NOD.H-2
b
) a permis de 
révéler que le CMH est nécessaire mais non suffisant au développement du diabète chez les 
souris [365]. D’ailleurs, plusieurs lignées de souris congéniques pour des locus Idd associés à 
la résistance au diabète ont été utilisées pour confirmer ou infirmer le rôle de ces locus dans 
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divers aspects du développement de la maladie [248]. Les régions congéniques contiennent 
souvent un nombre élevé de gènes. Afin de diminuer la liste de gènes candidats influençant les 
phénotypes étudiés, il est possible de réduire davantage les locus congéniques en générant des 
lignées sous-congéniques. Ces lignées sont essentiellement obtenues lors de l’établissement 
initial d’une lignée congénique en sélectionnant des individus présentant des recombinaisons 
différentes, ou grâce à des rétrocroisements supplémentaires d’une lignée déjà établie [366-
368]. 
 
1.3.3.2 Les modèles ko et ko conditionnels 
Un fois un gène candidat identifié, l’utilisation de souris déficientes (ko) pour ce gène 
peut permettre de mieux étudier son rôle dans la détermination des phénotypes d’intérêt. 
Toutefois, il importe de garder à l’esprit qu’une délétion complète d’un gène agira 
potentiellement différemment d’un polymorphisme naturellement présent. Des souris ko 
existent pour plusieurs gènes, et ont été générées grâce au remplacement desdits gènes par, 
typiquement, une cassette de résistance aux antibiotiques. Le remplacement du segment 
génique grâce au processus de recombinaison homologue produit des cellules possédant une 
copie non-fonctionnelle du gène. La sélection de cellules ayant intégré la mutation, leur 
insertion dans un embryon, et le croisement subséquent de souris portant la délétion du gène  
permet ultimement l’établissement de lignées de souris ko [369]. Comme la délétion de 
certains gènes est létale, des modèles de délétion conditionnelle existent également. Par 
exemple, le système cre-lox utilise l’expression transgénique de la recombinase cre sous le 
contrôle d’un promoteur donné et l’introduction de séquences loxP (reconnues par la 
recombinase cre) flanquant la séquence à supprimer [370]. Dans ce type de modèle, seules les 
cellules exprimant cre perdront l’expression du gène cible. Un tel modèle s’avère précieux 
lorsqu’une délétion du gène d’intérêt est létale durant le développement embryonnaire, ou 





Outre l’utilisation de souris ko, il est aussi possible d’utiliser des petits ARN 
interférants (siRNA) afin de cibler les gènes d’intérêt et en diminuer l’expression. La 
technologie CRISPR/Cas9 peut quant à elle s’avérer un outil précieux pour introduire des 
mutations spécifiques et tester l’effet de polymorphismes précis et pour augmenter ou 
diminuer l’expression d’un gène [371]. Ces deux technologies peuvent permettre de tester 
rapidement plusieurs gènes candidats in vivo, et l’introduction de mutations ciblées via 
CRISP/Cas9 peut par exemple représenter plus physiologiquement qu’un modèle ko l’effet de 




1.4 Les cellules DN T immunorégulatrices 
Ayant couvert l’autoimmunité et la génétique dans les sections précédentes, nous 
discuterons maintenant des cellules centrales au présent projet de doctorat, soit les cellules DN 
T immunorégulatrices, pour lesquelles nous appliquerons des approches immunogénétiques 
(Chapitres 2 et 3) et tenteront de définir leur processus de différentiation (Chapitre 5). 
Typiquement, les cellules T portant un TCRαβ expriment à leur surface l’un des corécepteurs 
CD4 ou CD8. Toutefois, des cellules T TCRαβ CD4-CD8- capables de supprimer une réaction 
lymphocytaire mixte (MLR) ont été identifiées [372]. Les lymphocytes DN T représentent 
environ 1-3 % des lymphocyte totaux chez la souris et chez l’humain [372-374]. Leur faible 
nombre est certainement un facteur de difficulté pour l’étude de ces cellules, mais diverses 
études se sont tout de même attaqué à la tâche de définir le rôle des cellules DN T et 
l’influence de leur nombre dans certaines maladies. 
 
1.4.1 Les cellules DN T dans la tolérance immune 
L’étude des cellules DN T dans différents modèles a révélé un rôle immunorégulateur 
de ces cellules dans plusieurs contextes. Particulièrement, l’injection de cellules DN T est 
associée à la tolérance de greffes, à l’inhibition du développement du diabète de type 1, à 
l’inhibition de la maladie du greffon contre l’hôte (GVH), ainsi qu’à l’inhibition de la 
croissance tumorale [375]. Les cellules DN T semblent médier la tolérance de façon antigène-
spécifique, c’est-à-dire envers des cellules présentant leur antigène, ou ayant la même 
spécificité antigénique dans le cas de cellules T [376, 377]. Outre leur injection, le nombre 
élevé de cellules DN T a aussi été associé à la protection contre le diabète autoimmun et la 
GVH. Ainsi, chez la souris, des lignée prédisposées au diabète auto-immun possèdent moins 
de cellules DN T que des souris protégées de cette maladie [378]. Chez l’humain, une 
corrélation inverse entre le nombre de cellules DN T et la sévérité de la GVH a quant à elle été 
observée [379].  
La fonction immunorégulatrice des cellules DN T repose sur différents mécanismes selon le 
modèle étudié. La nature de la cible cellulaire (cellules T, cellules B, cellules dendritiques, 
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cellules NK), la restriction au CMH du TCR des cellules DN T, et la nature de l’antigène 
reconnu par le TCR influencent le mécanisme par lequel les cellules DN T médient leur rôle 
immunorégulateur [376]. La cytotoxicité des cellules DN T repose sur la production de 
perforine dans plusieurs modèles, transgéniques et non-transgéniques [376, 377, 380-383] . 
C’est le cas dans le modèle TCR 3A9 :insHEL, où les cellules DN T portant le TCR 3A9 
éliminent uniquement les cellules B présentant l’antigène HEL, et non celles présentant un 
antigène du non-soi, en l’occurrence l’ovalbumine (OVA) [377]. Les voies impliquées dans 
l’apoptose de la cible des cellules DN T incluent aussi l’interaction Fas-FasL, où Fas se trouve 
à la surface de la cellule cible et FasL à la surface de la cellule DN T [376, 384, 385]. Les 
actions contact-dépendante et antigène-spécifique des cellules DN T en font des alliés 
particulièrement précieux dans la lutte contre l’auto-immunité. 
En comparaison, les cellules Treg, dont le rôle immunorégulateur est crucial, ont aussi un rôle 
immunosupresseur. Les mécanismes d’action de Treg incluent la sécretion de cytokines anti-
inflammatoires, la competition pour la disponibilité de l’IL-2, la lyse directe, l’inhibition des 
APC ou des cellules T exprimant CTLA-4 [386-388]. Malgré une reconnaissance spécifique 
de leur antigène via le TCR, l’action des Treg peut aussi influencer les cellules environnantes, 
de façon non-spécifique à l’antigène, par exemple via la sécrétion de facteurs solubles tels que 
les cytokines anti-inflammatoiresTGF-β et IL-10 [389]. Ainsi, la présence d’une grande 
quantité de cellules Treg est associée à une meilleure survie de cellules tumorales [390, 391]. 
Bien que les études portant sur le rôle des cellules DN T dans le cancer soient limitées, les 
mécanismes d’action connus des cellules DN T, et surtout leur spécificité pour les auto-
antigènes, suggèrent qu’ils ne favoriseraient pas particulièrement la survie des cellules 
tumorales [375]. 
 
1.4.2 La modulation du nombre de cellules DN T 
Lorsque des cellules DN T provenant de souris résistantes au diabète sont comparées à 
des cellules DN T provenant de souris prédisposées à la maladie, il a été démontré que les 
cellules DN T des deux origines parviennent avec la même efficacité à éliminer une cible 
commune [377]. Cette expérience importante démontrait que la fonction des cellules DN T 
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n’était pas affectée dans les souris prédisposées au diabète et suggérait que les variations dans 
le nombre de DN T étaient plutôt le facteur associé à la résistance à l’auto-immunité dans ce 
modèle transgénique. La modulation du nombre de DN T pourrait avoir d’importants impacts 
dans la restauration de la tolérance immune, que ce soit par leur génération préférentielle à 
partir de progéniteurs, par une inhibition de leur apoptose ou par une augmentation de leur 
prolifération. 
Jusqu’à présent, quelques facteurs ont été identifiés comme modulant le nombre de cellules 
DN T. Entre autre, la cytokine IL-10 semble avoir un effet néfaste sur ces cellules, et entrainer 
leur apoptose [377, 392]. Au niveau génétique, des travaux ont montré que la proportion de 
cellules DN T périphérique était entre autre contrôlée par CD47. Plus précisément, les souris 
déficientes pour CD47 possèdent moins de cellules DN T que la lignée contrôle 
correspondante, et sont aussi prédisposées au diabète autoimmun. Dans ce modèle CD47 ko, 
l’injection de cellules DN T parvenait à prévenir l’apparition du diabète, appuyant un rôle du 
nombre de ces cellules dans la restauration de la tolérance immune [378]. Le locus Idd13, 
encodant d’ailleurs le gène encodant la Signal Regulatory Protein Alpha (Sirpa), un ligand de 
CD47, module quant à lui la proportion de cellules DN T dans des souris congéniques [290]. 
L’étude du locus Idd13 grâce aux souris congéniques a révélé que sa contribution à la 
modulation des cellules DN T repose sur des facteurs moelle-intrinsèques, mais fort 
probablement extrinsèques aux cellules DN T elles-mêmes. Ainsi, l’identité du gène causal et 
la nature du mécanisme par lequel Idd13 module les cellules DN T demeurent à élucider. 
Des déficiences dans certains gènes liés à l’apoptose permettent aussi une augmentation 
marquée du nombre de cellules DN T. Par exemple, les souris FAS
lpr/lpr
, dans lesquelles une 
mutation de perte de fonction de FAS est présente, développent un syndrome 
lymphoprolifératif autoimmun auto-immune. Ces souris possèdent une quantité 
particulièrement élevée de cellules DN T en périphérie [393], et il a été suggéré que l’apoptose 
des cellules DN T est dépendante de FAS, alors que celle des cellules T CD4 et CD8 peut 
procéder indépendamment de cette molécule [394]. Les souris déficientes pour le gène BCL2 
Like 11 (Bcl2l11), encodant Bcl-2 homology 3-only (BIM) possèdent aussi une forte 
augmentation de la proportion de cellules DN T dans la rate, alors que les cellules T CD4 et 
CD8 sont moindrement affectées [395]. BIM est d’ailleurs également un gène compris dans 
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l’intervalle Idd13, mais l’impact de polymorphismes dans ce gène sur le nombre de cellules 
DN T n’est pas clair. Considérant que la souris NOD possède un défaut dans l’induction de 
BIM [396], mais possède aussi moins de cellules DN T que les souris NOD.NOR-Idd13, et 
considérant que l’influence d’Idd13 sur les cellules DN T semble être au niveau de la 
régulation périphérique, il est peu probable que BIM soit le gène candidat du locus Idd13 
influençant les cellules DN T [290]. 
 
1.4.3 L’origine des cellules DN T 
1.4.3.1 Les étapes du développement thymique 
Le développement des lymphocytes T se produit principalement dans le thymus, où les 
précurseurs pluripotents issus de la moelle osseuse se différencient progressivement en 
lymphocytes T grâce à des signaux moléculaires finement régulés [397], dont certains sont 
représentés dans la Figure 5 [398]. La maturation des cellules T peut être suivie grâce à 
différents marqueurs, dont l’expression des corécepteurs CD4 et CD8. Les précurseurs 
immatures sont caractérisés par l’absence de CD4 et CD8 et sont donc qualifiés de « double 
négatifs immature» (DNi) – à ne pas confondre avec la description des cellules DN T matures 
discutées à la section précédente. Le stade thymique DNi peut lui-même être divisé en 4 sous-
types marquant des degrés de maturation croissants : CD44+CD25- (DN1), 
CD44+CD25+(DN2), CD44-CD25+ (DN3) et CD44-CD25- (DN4). Chacun de ces stades 
diffère dans son potentiel à générer différents types cellulaires, jusqu’à être commis à une 
différentiation de cellule T. Ainsi, même si le thymus est principalement le siège de la 
différentiation des lymphocytes T, les précurseurs plus immature DN1 et DN2 peuvent 
générer des cellules NK, des cellules B ou des DC en présence des signaux appropriés. L’un 
des facteurs critiques dans les étapes précoces du developpement thymique des cellules T est 
la présence de Notch et de ses ligands. Effectivement, en absence de Notch, des expériences 
clé ont montré que les precurseurs DNi entrant dans le thymus deviennent plutôt des cellules B 
[399, 400]. Notch régule les voies de différentiation alternatives des thymocytes, par exemple 
en DC ou en cellule NK, et son signal participe à la différenciation des thymocytes jusq’au 
stade DN3 [398, 401]. D’autres rôles de Notch ont enfin été rapportés dans les cellules T 
 
46 
matures, et l’impact de ce récepteur n’est donc pas limité à la maturation des précurseurs 
thymiques de cellules T [402-405]. 
GATA-3 est bien connu pour son rôle dans le choix de différenciation CD4 vs CD8, où il 
favorise la différentiation CD4,  et dans la différenciation des cellules CD4 T périphériques en 
Th2. Toutefois, lors du développement des thymocytes DN1, aussi appelés Early Thymic 
Progenitors (ETP), GATA-3 permet aussi la transition vers le stade DN2 [406]. En absence de 
GATA-3, les thymocytes DN2 conservent le potentiel de devenir des cellules B [407]. TCF-1 
participe aussi à cette étape pour enforcer le choix de différentiation en cellule T. 
Spécifiquement, TCF-1 permet notament l’induction de gènes spécifiques aux cellules T, 
comme GATA-3 et BCL11b [408]. 
Passé le stade DN2, les thymocytes sont engagés dans la différenciation en cellule T et ont 
perdu le potentiel de devenir des cellules NK, DC ou ILC2 [398]. Le facteur de transcription 
BCL11B est cependant critique dans l’enforcement du choix de différentiation en cellule Tαβ 
au stade DN2 [409].  Il est également impliqué dans la sélection positive et la différentiation 
en CD4 et CD8 à partir du stade DP. Les souris possédant une déletion de BCL11b au stade 
DN2 présentent un thymus contenant surtout des cellules Tγδ, alors que celles dont la délétion 
conditionnelle est effective entre les stade DN3 et DP possèdent peu de cellules T CD4 et 
CD8, suggérant une maturation bloquée au stade DP [410].  
Au stade DN3, les évènements de recombinaison de la chaine β du TCR et de sa sélection ont 
lieu. Cette étape requiert l’expression en surface de la chaine β couplé à une chaine pré-TCRα. 
Un réarrangement productif mène à l’exclusion allélique du second brin d’ADN portant les 
gènes TCRβ afin de prévenir l’expression de deux chaines β sur une même cellule T. Un autre 
type de cellules T, utilisant les chaines  et  du TCR, peut être généré aux stades DN2 et DN3 
et diverge alors de la différentiation thymique des cellules Tαβ [411]. Les cellules possédant 
un réarrangement productif du TCRβ prolifèrent et progressent vers un stade DP et 
coexpriment les corécepteurs CD4 et CD8. À ce stade DP, la sélection de la chaine α du TCR 
a lieu. Le réarrangement de la chaine α du TCR exclut l’expression de la chaine delta du TCR, 
puisque le locus du TCR δ se trouve inclut dans le locus du TCRα [24]. La chaîne alpha du 
TCR, au contraire de la chaîne bêta, n’est pas soumise au processus d’exclusion allélique. Elle 
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peut donc être éditée grâce à des étapes de recombinaison supplémentaires pour favoriser une 
chaine TCR qui sera sélectionnée de façon positive [24, 412, 413]. 
 
Figure 5. Différenciation des thymocytes vers un stade TCRαβ conventionnel. 
Représentation étapes clés du développement thymique et des facteurs de transcription 
permettant d’enforcer le choix de différentiation TCRαβ. Tiré de [398] 
 
Lors du processus de sélection du TCR, l’interaction entre le TCR et des peptides du soi 
présentés par les cTECs via le CMH de classe I ou le CMH de classe II est évaluée. Le 
répertoire de peptides présenté par les cTECs est unique, grâce à leur utilisation du 
thymoprotéasome et de la cathepsine L, tous deux spécifiques au thymus [31]. Une trop faible 
affinité du TCR pour les complexes CMH-peptide présentés mènera à une mort du thymocyte 
par « négligence », alors qu’une trop forte affinité mènera à la mort par sélection négative 
[414]. Les cellules T dont le TCR possède une affinité intermédiaire pour le soi présenté par le 
CMH de classe I deviennent généralement des lymphocytes T CD8, alors que ceux dont le 
TCR reconnait plutôt des peptides dans le contexte du CMH de classe II deviennent 
typiquement des lymphocytes T CD4.  
Plusieurs facteurs entrent en ligne de compte et guident le « choix » du maintien de 
l’expression de CD4 et CD8 après le stade DP dans le thymus. Il est à noter que même les 
thymocytes DP qui deviendront des cellules T CD8 diminuent leur expression de ce 
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corécepteur après le stade DP et deviennent CD4+CD8low [415]. Effectivement, l’expression 
de CD8 au stade DP est spécifiquement régulée par l’élément régulateur E8III, qui est réprimé 
lors de la progression vers les stades SP, que ce soit CD4 ou CD8. L’expression de CD8 par 
les cellules SP est quant à elle spécifiée par le promoteur E8I. Cette spécialisation des 
« enhancers » de CD8 est très utile lors d’études d’expression conditionnelle, qui peut être 
restreinte aux cellules T CD8 matures, ou dès le stade DP. 
La restriction au CMH, la force et durée du signal TCR reçu par le thymocyte, la réception 
d’un signal de certaines cytokines et le recrutement de facteurs de transcription spécifiques 
influencent tous, à des degrés variés, le choix de différenciation en cellule T CD4 ou CD8. Par 
exemple, les facteurs de transcription Thpok et Runt Related Transcription Tactor 3 (Runx3) 
sont associés à l’expression respective de CD4 et CD8 par les thymocytes [415, 416]. 
L’expression de Thpok est d’ailleurs suffisante pour forcer l’expression de CD4 par les 
cellules restreintes au CMH de classe I [321]. GATA-3 intervient encore une fois dans les 
choix de différenciation thymique, et favorise la différenciation en cellules T CD4 [417]. 
Toutefois, la seule expression de GATA-3 n’est pas suffisante pour convertir en cellules T 
CD4 les cellules restreintes au CMH de classe 1 qui deviennent tout de même des cellules T 
CD8. Runx3 est quant à lui nécessaire au développement des cellules T CD8, et les souris 
déficientes pour Runx3 présentent une diminution des thymocytes T CD8 [418]. D’un autre 
côté, les souris transgéniques pour Runx3 présentent une augmentation des cellules T CD8, 
sans pour autant rediriger les cellules restreintes au CMH de classe II [419, 420].  La 
participation d’un signal via l’IL-7R a aussi été montrée comme important dans le choix de 
différenciation CD4/CD8, et un blocage du signal de l’IL7R diminue la production de cellules 
T CD8 dans le thymus [415, 421].  
 Un modèle intégrant certains des éléments clés du choix de différentiation CD4/CD4 est 
présenté à la figure 6. Il ne s’agit toutefois que de l’un des modèles proposés pour expliquer le 
choix de différenciation des cellules T CD4 et CD8, en incorporant des découvertes plus 
récentes au modèle de durée du signal TCR, selon lequel un signal TCR plus court favorise la 
différenciation en cellules T CD8 alors qu’un signal peristant dirige la cellule T vers un stade 
CD4. Des modèles classiques de différenciation incluent aussi le modèle de sélection 
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stochastique, les modèles instructionnels d’affinité du TCR ou de durée du signal [415, 422, 
423].  
Il est à noter qu’alors que la sélection positive des cellules T CD4 et CD8 conventionnelles 
repose sur la sélection par les cTECs, certains types de cellules T peuvent être sélectionnées 
par des cellules hématopoïétiques [34, 35, 79, 424-427]. Chez la souris, les thymocytes DP 
expriment le CMH de classe I, alors que chez l’humain l’expression de CMH de classe II a 
aussi été observée [428, 429]. Les thymocytes DP expriment aussi les molécules de CMH non 
classique CD1d et MR1, responsables de la sélection des NKT et des cellules Mucosal 
Associated Invariant T (MAIT), respectivement [36, 37, 76]. Suite à l’interaction de leur TCR 
avec leur molécule de CMH respective, les cellules T sélectionnées positivement dans le 
cortex passent ensuite vers la médulla, où des étapes additionnelles de maturation et de 
sélection négative ont lieu, telles que décrites plus en détails à la section 1.1.1.  
 
Figure 6. Facteurs influençant le choix de différentiation CD4/CD8.  
Modèle de durée du signal intégrant aussi la particpation de facteurs de transcription et de 




1.4.3.2 Positionner les cellules DN T dans le développement thymique 
De par leur phénotype particulier impliquant l’absence de corécepteurs CD4 et CD8, 
l’origine des cellules DN exprimant le TCRαβ porte à questionnement. Effectivement, lors du 
développement thymique les cellules T subissant la sélection de la chaine α du TCR passent 
communément par un stade DP avant de devenir des cellules T CD4 ou T CD8. Or, les 
corécepteurs CD4 et CD8 participent au bon signalement du TCR par leur association au 
CMH et par le recrutement de la molécule de signalisation Lymphocyte Protein Tyrosine 
Kinase (LCK) [430-433]. 
Plusieurs possibilités pourraient expliquer le développement des cellules DN T dans le 
thymus : une différentiation avant le stade DP, de façon similaire aux cellules T portant le 
TCR qui n’expriment ni CD4 ni CD8 durant leur développement, une différentiation 
directement à partir du stade DP impliquant une diminution simultanée de CD4 et CD8, ou 
une différentiation à partir de cellules T CD4 ou CD8 matures. Il est aussi possible que les 
cellules DN T, à l’instar de certains Tregs, soient plutôt induits en périphérie par conversion 
de cellules T CD4 ou T CD8. Jusqu’à présent, chacune de ces hypothèses peut être supportée 
par des preuves plus ou moins directes, ou par des modèles murins modifiés, ayant chacun leur 
forces et faiblesses.  
Le développement précoce de cellules DN T dans le thymus embryonnaire de souris TCR 3A9 
transgéniques semble indiquer qu’elles ne transitent pas par le stade DP [434]. L’avantage des 
modèles transgéniques restreints aux CMH de classe I ou II est l’absence de NKT contaminant 
les populations de cellules DN T portant les TCR transgéniques [290], puisque ces cellules 
sont restreintes à la molécule CD1d.  Toutefois, ce type de modèle est hautement artificiel, vu 
l’expression du TCR transgénique se produisant à un stade précoce. Des parallèles entre les 
cellules DN T et les cellules T TCRγδ [435, 436] ou entre les cellules DN T et les cellules NK 
[437] semblent toutefois aussi appuyer une origine précoce des cellules DN T, avant le stade 
DP. Enfin, la découverte que des cellules NKT CD4-CD8- pourraient se développer avant le 
stade DP peut laisser croire que certaines cellules DN T non-NKT pourraient procéder de 
façon similaire [438].  
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D’un autre côté, plusieurs approches expérimentales suggèrent que les cellules DN T 
périphériques proviennent d’un intermédiaire DP. Par exemple, la méthylation de CD8β dans 
les cellules DN T de souris transgéniques pour l’expression de B cell leukemia/lymphoma 2 
(Bcl-2) [439] indique un intermédiaire DP à leur différentiation. De même, des expériences de 
délétion conditionnelle de BIM, menant à une augmentation des cellules DN T lorsque 
supprimé à partir du stade DP précoce, mais non au stade DP tardif, indiquent que les cellules 
DN T échappant à l’apoptose médiée par BIM proviennent directement du stade DP [395]. 
Une étude sur les cellules DN T thymiques non-transgéniques relate également une origine DP 
de ces précurseurs [86]. 
La perte du corécepteur à la surface de cellules T matures est toutefois un phénomène rapporté 
dans certaines situations. D’ailleurs, les cellules NKT sont également connues pour exprimer 
d’abord le corécepteur CD4 dans le thymus, et peuvent ensuite devenir CD4-CD8-. Ainsi, des 
cellules DN T ont pu être générées à partir de cellules T CD4 après prolifération [381, 440] et 
à partir de cellules T CD8 auto-réactives [441] ou déficientes pour FAS ou FASL [442]. 
Alors que la restriction au CMH est habituellement typique d’un type de cellules T, la 
restriction au CMH des cellules DN T n’est que peu informative sur leur origine, puisque tous 
les types de restriction ont été observés, que ce soit restreint aux molécules de classe I 
classique, non-classique, aux molécules de classe II ou même indépendant des molécules de 
CMH. Ainsi, il a été montré qu’en absence des corécepteurs CD4 et CD8 des cellules DN T 
parviennent à se développer indépendamment du CMH [443-445]. Toutefois, ce ne sont pas 
toutes les cellules DN T qui sont indépendantes des molécules de CMH [446].  
Investiguer dans le contexte des cellules DN T thymiques et périphérique les autres facteurs 
connus pour influencer ou refléter le choix CD4/CD8 pourrait donc apporter de nouveaux 
indices quant aux étapes nécessaires à la génération de cellules DN T immunorégulatrices.  
 
1.4.4 Les différents types de cellules T CD4-CD8- 
Outre les cellules DN T immunorégulatrices (ici simplement appelées DN T), quelques 
cellules T (CD3+) correspondent au phénotype CD4-CD8-. Il est donc important d’identifier 
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les facteurs permettant de différencier ces cellules des cellules DN T, mais aussi de 
comprendre leurs ressemblances, puisque celles-ci peuvent donner d’importants indices quant 
à la nature des cellules DN T et à leur voie de développement.  
Tout d’abord, pouvant être distingués grâce à leurs chaines TCR distinctes, les cellules T γδ 
sont pour la plupart CD4-CD8-. Les cellules T γδ divergent des autres cellules T avant le stade 
DP de la différentiation thymique, et recevraient de forts signaux TCR [398, 447, 448]. Ces 
cellules se distinguent aussi des autres cellules T par le fait qu’elle ne dépendent pas des 
molécules de CMH pour leur sélection [449, 450]. Le rôle des cellules Tγδ peut être protecteur 
ou pro-inflammatoire, selon la maladie et le contexte. Par exemple, des rôles protecteurs et/ou 
pathogéniques des T γδ a été observé dans les maladies inflammatoires de l’intestin, dans le 
diabète auto-immun, la sclérose en plaque, l’arthrite rhumatoïde et quelques autres [451]. Le 
rôle des cellules T γδ dans la réponse immune est tout aussi diversifiée, et inclus une réponse 
contre les virus, les bactéries et les tumeurs [452, 453] 
Parmi les cellules T αβ CD4-CD8-, les NKT sont possiblement le type cellulaire ressemblant 
le plus aux cellules DN T, et jusqu’à présent aucun marqueur ne permet de les distinguer 
entièrement. Les NKT ont la particularité d’être restreintes au CMH de classe I non classique, 
CD1d et sont présentes chez la souris et chez l’humain [454-458]. Les NKT peuvent être 
divisés en deux catégories, les NKT de type I, ou NKT invariants (iNKT), et les NKT de type 
II. Alors que les NKT de type II ont un répertoire de TCR polyclonal, les iNKT portent les 
chaines Vα14Jα18 chez la souris ou Vα24Jα18 chez l’humain [459]. Les iNKT peuvent être 
identifiés grâce à des tétramères de CD1d chargés avec des glycolipides comme α-GalCer et 
des analogues synthétiques tels que PBS-57 et OCH9 [460, 461]. Les iNKT expriment la 
chaine Vα14 du TCR et ont une séquence Complementary-Determining Region 3 (CDR3) de 
15 acides aminés peu diversifiée, d’où leur appellation de NKT invariants [462]. Couplé à leur 
TCRα monoclonal, les iNKT utilisent plus fréquemment les chaines Vβ8.2, Vβ2et Vβ7 du 
TCRβ, qui contribuent à la bonne reconaissance des antigènes présentés par CD1d, comme α-
GalCer [459, 463] qui se présente quant à lui avec diverses séquences CDR3 [464]. Les NKT 
de type II, et possèdent un répertoire TCR oligoclonal plus varié que les iNKT . Les antigènes 
reconnus par les NKT sont diversifiés, et plusieurs ligands des iNKT et NKT type II ont été 
identifiés, que ce soit naturels, endogènes ou artificiels [465-471]. Les NKT procèdent par le 
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stade DP lors de la différentiation thymique, mais sont sélectionnées via des interactions DP-
DP, au contraire des cellules T CD4 et CD8 conventionnelles qui sont sélectionnées via des 
interactions DP-cTEC. Ces interactions DP-DP menant au développement des NKT nécessite 
la présence des molécules de surface Signaling Lymphocytic Activation Molecule (SLAM) [74, 
472]. Le développement des NKT implique le facteur de transcription Promyelocytic 
Leukaemia Zinc Finger (PLZF), et possiblement un fort signal TCR associé à la sélection 
agoniste [61, 71, 85, 472].   
Les NKT sont impliqués dans la réponse contre virus, bactéries et parasites [473] et leur rôle 
dans les maladies auto-immunes peut être à la fois régulateur et pathogénique [474-476]. Chez 
la souris NOD, par exemple, une déficience en cellules NKT (CD1d ko) est associée à une 
augmentation du diabète [477]. Chez la souris, il est possible d’étudier les cellules DN T 
polyclonales de façon distincte des NKT grâce à des animaux déficients pour CD1d1/CD1d2 
chez lesquels les NKT sont absents [478]. Chez l’humain, une population de cellules DN T 
peut être identifiée, mais il est actuellement impossible de discriminer les DN T de l’ensemble 
des cellules NKT CD4-CD8-. 
Les cellules mucosal associated invariant T (MAIT) sont un autre type de cellules T 
invariantes CD4-CD8-. De façon similaire aux NKT, elles sont restreintes à une molécule de 
CMH non classique, dans ce cas-ci MR1 [479, 480], possèdent un répertoire TCR limité et 
conservé à travers l’évolution [481, 482], et peuvent donc être distinguées des cellules T 
polyclonales sur la base de leur chaine du TCR. Leur voie de développement implique aussi 
un intermédiaire DP, une sélection par des cellules hématopoiétiques, et l’expression du 
facteur de transcription PLZF à certains stades [36, 481, 483]. De plus, l’absence de flore 
commensale dans des souris « germ-free » mène à une diminution des cellules MAIT dans le 
thymus et en périphérie [481], impliquant un rôle important du microbiome dans la génération 
de ces cellules. Les cellules MAIT reconnaissent des métabolites de vitamines et sont 
impliquées dans diverses réponses aux pathogènes [479, 484]. Leur rôle dans les maladies 
auto-immunes et inflammatoires commence toutefois à être étudié [485]. Plus spécifiquement, 
il a récemment été suggéré que les cellules MAIT auraient entre autre un rôle protecteur dans 
le diabète auto-immun, tel que montré par des altérations dans le nombre et la fonction des 
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MAIT dans des individus diabétiques, dans le nombre réduit de MAIT chez la souris NOD et 
la prédisposition accrue au diabète chez les souris NOD.MR1 ko [486, 487]. 
Les cellules IEL CD8αα exprimant le TCRαβ, retrouvées principalement dans l’intestin, sont 
aussi très similaires aux cellules DN T, et représentent peut-être même un sous-type de DN T 
activés ayant migré vers l’intestin, puisque CD8α peut être exprimé suite à l’activation des 
cellules T [488]. L’expression de CD8αα, ainsi que la localisation à l’intestin, permet 
d’exclure ce type cellulaire des analyses s’intéressant spécifiquement aux cellules DN T dans 
les organes lymphoïdes secondaires. Mettant en valeur le possible lien entre ces deux 
populations, les cellules T CD8αα de l’intestin peuvent dériver de cellules DN T thymiques, 
tel que démontré par leur injection dans des souris RAG ko [86, 439], ou dans des transferts 
adoptifs de cellules DN T thymiques provenant de souris BIM ko et injectées dans des souris 
lympho-sufficientes [395]. La population thymique de cellules DN T contenant de potentiels 
précurseurs des cellules CD8αα peuvent provenir d’un intermédiaire thymique DP et semblent 
restreints à différentes molécules de CMH, dont le CMH de classe I et CD1d [86]. Dans cette 
étude de Rusher et al, une fraction des cellules DN T étudiées incluait donc une population de 
NKT de type II. Le rôle de cellules CD8αα IELs, bien que peu clair, semble être 
immunorégulateur malgré leur spécificité autoréactive [488]. D’autres types de cellules IEL 
existent, incluant de cellules T γδ, des cellules T CD4 et des cellules T CD8αβ, et pourraient 
avoir des rôles distincts des cellules IEL T CD8αα [488, 489]. 
Ainsi, les cellules ressemblant le plus aux cellules DN T ont en commun une fonction 
régulatrice, et une voie de développement associé à un fort signal TCR. Vu la fonction 
immunorégulatrice des cellules DN T, une sélection de type agoniste demeure plausible, mais 
n’a pas été explorée en absence des autres populations similaire. De la même façon, la non-
exclusion des NKT dans la plupart des études précédentes, il est difficile de déterminer la 
nature du précurseur des cellules DN T. À des fins de simplification, le terme DN T réfère 
dans la présente thèse aux cellules TCRαβ+CD4-CD8α- indépendantes de la molécule de 
CMH non classique CD1d. Ces cellules sont polyclonales dans le cas de souris non-
transgéniques, ou portent un TCR spécifique dans le cas de souris transgéniques telle que les 





1.5 Raisonnement, hypothèse et objectifs 
Les cellules DN T possèdent un important rôle immunorégulateur, et des variations 
dans leur nombre sont associées à la résistance à l’auto-immunité. Au moins un locus de 
susceptibilité au diabète auto-immun, Idd13, est associé au contrôle génétique de la proportion 
de cellules DN T chez la souris. Toutefois, les autres facteurs génétiques affectant les 
variations dans le nombre de cellules DN T sont inconnus. De plus, considérant leur faible 
nombre et leur importante ressemblance avec les NKT, les cellules DN T et leur 
développement n’ont été que peu étudiés en contexte physiologique. Lors des étapes de 
différentiation, les cellules T reçoivent et répondent à des signaux qui modulent leurs rôles et 
leurs phénotypes. Considérant le rôle des cellules DN T dans la tolérance immune, 
l’identification de leur voie de différentiation et des signaux nécessaires à leur maintien sont 
des facettes importantes à étudier pour comprendre ce qui rend ces cellules si uniques et ce qui 
influence leurs fonctions.  
Nous posons donc l’hypothèse que les facteurs génétiques et biologiques modulant le 
nombre de cellules immunorégulatrices DN T peuvent être associés à la résistance à 
l’auto-immunité. 
 
Les objectifs spécifiques de cette thèse sont donc : 
1. Déterminer quels sont les facteurs génétiques régulant la fréquence et le nombre de cellules 
DN T 
2. Investiguer le rôle des locus modulant les cellules DN T dans la prédisposition à l’auto-
immunité.  
3. Déterminer la voie de développement des cellules DN T et les facteurs nécessaires à la 
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régions génétiques pouvant réguler la proportion de cellules DN T dans le modèle 
trasngénique TCR 3A9. Nous validons également l’impact de l’un des locus identifiés sur la 
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Autoimmune diseases result from a break in immune tolerance. Various mechanisms of 
peripheral tolerance can protect against autoimmunity, including immunoregulatory CD4-
CD8- double negative (DN) T cells. Indeed, we have previously shown that diabetes-prone 
mouse strains exhibit a low proportion of DN T cells relative to that of diabetes-resistant mice 
and that a single autologous transfer of DN T cells can impede autoimmune diabetes 
development, at least in the 3A9 TCR transgenic setting. Herein, we aim to understand the 
genetic basis for the difference in DN T cell proportion between diabetes-resistant and 
diabetes-prone mice. We thus perform an unbiased linkage analysis in 3A9 TCR F2 
(NOD.H2
k
 x B10.BR) mice and reveal that a locus on chromosome 9, which coincides with 
Idd2, is linked to the proportion of DN T cells in the lymph nodes. We generate two 
NOD.B10.BR-Chr9 congenic mouse strains and validate the role of this genetic interval in 
defining the proportion of DN T cells. Moreover, we find that the increased proportion of DN 
T cells in lymphoid organs is associated with a decrease in both diabetes incidence and serum 
IgG antibody levels. Together, the data suggest that Idd2 is linked to DN T cell proportion and 
that a physiological increase in DN T cell number may be sufficient to confer resistance to 
autoimmune diabetes. Altogether, these findings could help identify new candidate genes for 
the development of therapeutic avenues aimed at modulating DN T cell number for the 






Autoimmunity results from a break in immune tolerance that leads to the destruction of 
healthy organs, glands, joints or the central nervous system. The triggers that cause 
lymphocytes to aberrantly recognize and mount an immune response against self-antigens 
remain to be fully elucidated. A prominent role in the prevention of autoimmunity has been 
attributed to the number and function of regulatory cell subsets. Indeed, several 
immunoregulatory T cell subsets carry the ability to inhibit inadequate immune responses and 
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 T cells, and NKT cells (1-10). The specific 
contribution of these respective cell subtypes to the proper control of immune tolerance and 
prevention of autoimmune disease remains to be defined. Their diverse antigenic specificity 
and/or distinct mode of action provide strong hints that each of these cell subsets contribute 
differently to peripheral tolerance (1). Hence, there is a need to further examine the 
contribution of various T cell subsets to autoimmune predisposition.  
 
Of these regulatory T cell subsets, DN T cells are of particular interest as they carry 
immunoregulatory properties in various pathological settings, including autoimmunity and 
transplantation (11). Indeed, regulatory DN T cells have been shown to promote allo- and 
xeno-graft tolerance (12-17), limit the incidence of graft vs host disease (17-20) as well as to 
provide resistance to autoimmune diabetes development in different animal models (21-23). 
Specifically, autoimmune-prone mice carry fewer DN T cells and injection of DN T cells has 
been shown to be sufficient to reduce the incidence of autoimmune diabetes in two distinct 
TCR transgenic mouse models (21, 22). Importantly, a low DN T cell proportion, rather than 
defects in DN T cell function, associates with diabetes susceptibility (22-24). Together, these 
observations suggest that variations in DN T cell proportion correlate with susceptibility to 
autoimmune diabetes. Therefore, identification of the genetic determinants defining the 
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proportion of DN T cells may unravel key molecular targets to increase DN T cells in 
lymphoid organs and thereby permit an increase in immune tolerance. 
 
NOD mice spontaneously develops autoimmune diabetes and this inbred strain has been a key 
tool to investigate the aetiology of this disease (25, 26). In addition, NOD congenic mice have 
proved useful in defining genetic loci linked to autoimmune diabetes susceptibility (27). To 
that effect, we have recently shown that the NOD.NOR-Idd13 congenic mice, which are 
resistant to diabetes progression (28), show a modest increase in DN T cell number relative to 
NOD mice, but that neither Idd3, Idd5 nor Idd9 contribute to this trait (24). Notably, the 
genetic determinants from the Idd13 locus only partially restored DN T cell number, strongly 
suggesting that other genetic loci also contribute towards defining the proportion of DN T 
cells.  
 
Herein, we take advantage of the 3A9 TCR transgenic mouse model, in which the TCR 
recognizes a peptide from hen egg lysozyme (HEL) in the context of I-A
k 
(29), allowing to 
investigate the genetic regulation of the proportion of DN T cells in secondary lymphoid 
organs. As we have previously demonstrated that the proportion of 3A9 DN T cells is 
significantly different in the lymph nodes of 3A9 TCR B10.BR and 3A9 TCR NOD.H2
k
 mice 
(22), we perform an unbiased linkage analysis on an F2 outcross from these two parental 
strains. We establish that the proportion of DN T cells is a complex trait, where the locus 
exhibiting the highest logarithm of odds (LOD) score is located on chromosome 9 and 
coincides with the Idd2 locus. In line with our previous findings, the distal region of 
chromosome 2, which encompasses the Idd13 locus, also shows a suggestive linkage to 3A9 
DN T cell proportion (24). We develop congenic mice to validate the contribution of the 
chromosome 9 locus in defining the proportion of DN T cells in peripheral lymphoid organs 





2.4 Materials and Methods 
Mice  
3A9 TCR transgenic and HEL transgenic mice, where HEL is expressed under the rat insulin 
promoter (iHEL), on B10.BR and NOD.H2
k
 backgrounds have been previously described 
(30). The congenic strains were obtained by backcrossing B10.BR x NOD.H2
k
 F1 mice with 
the 3A9 TCR NOD.H2
k
 parental strain for 6 generations. All congenic mice were used at the 
6
th
 generation backcross. Mice were genotyped by PCR at markers D9Mit129 and D9Mit328, 
and mice bearing at least one B10.BR allele at both markers were backcrossed to 3A9 TCR 
NOD.H2
k
 mice. The iHEL transgene was introduced at the 5
th
 generation backcross. At the 6
th
 
generation, a recombination event occurred between the D9Mit129 and D9Mit328 markers, 
where one of the mice presented with a B10.BR allele only at D9Mit129 marker. This mouse 
was the founder of the NOD.H2
k
.Chr9S congenic strain, while the other mice, bearing B10.BR 
alleles at both D9Mit129 and D9Mit328 markers, were founders for the NOD.H2
k
.Chr9L 
congenic strain. An Illumina medium density linkage, serviced through The Centre for 
Applied Genomics at the Hospital for Sick Children, was performed on the tail DNA from 
congenic mice to delimit the boundaries of the B10.BR congenic interval. The 3A9 TCR F2 
(B10.BR x NOD.H2
k
) mice were obtained by intercrossing F1 mice, with one of the parents 
bearing the 3A9 TCR transgene. All of the mouse strains were maintained at the 
Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal, Canada). The 
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian Council for 
Animal Protection approved the experimental procedures. 
 
Flow cytometry 
7 to 15 week old non-diabetic mice (diastix negative) were analysed. Lymph nodes and spleen 
were pressed through a 70µm cell strainer (Thermo Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, 
Canada). Spleen cell suspensions were treated with NH4Cl to lyse red blood cells. Single cell 
suspensions were stained with different combinations of the following antibodies to quantify 
3A9 DN T cells; CD3ε-FITC (145-2C11; Biolegend, San Diego, CA, USA), CD4-PE (GK1.5; 
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Biolegend), CD8α-PerCP (53-6.7; Biolegend), CD19-PerCP (6D5; Biolegend) and anti-
clonotypic 1G12 (homemade)(31) antibody followed by detection with IgG1-allophycocyanin 
(RMG1-1; Biolegend). Data were collected on a FACSCalibur (BD Biosciences, Mississauga, 
Ontario, Canada) and analyzed with FlowJo software (Treestar, Ashland, OR, USA). 
 
Linkage analysis 
Genomic DNA was isolated from the tails of the 171 3A9 TCR transgenic F2 (B10.BR x 
NOD.H2
k
) male and female mice aged between 7 to 15 weeks by using the DNeasy blood and 
tissue kit (Qiagen, Toronto, Ontario, Canada). Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were 
then detected from the F2 mice using the Illumina mouse low-density linkage panel serviced 
through The Centre for Applied Genomics at the Hospital for Sick Children. Additional 
genetic markers were used to delimit the interval on mouse chromosome 9, namely D9Mit328 
(41.7Mb), D9Mit330 (46.9Mb), D9Mit4 (51.9Mb), D9Mit21 (57.3 Mb), D9Mit232 (58.2 Mb) 
and D9Mit302 (67.0 Mb). DNA from 3A9 TCR B10.BR, 3A9 TCR NOD.H2
k
 and 3A9 TCR 
F1 (B10.BR x NOD.H2
k
) mice were used as controls. Marker location (in Mb) was determined 
using the National Center for Biotechnology Information (NCBI) Build m37. The logarithm of 
odds (LOD) scores were obtained through a single quantitative trait locus model using the 
R/qtl package (32) for the R software (version 2.11.1). To increase SNP resolution, the Haley-
Knott algorithm was applied (33). LOD scores higher than 3.5 were significant for single-
dimensional analysis according to permutation tests (n=10 000, p= 0.05), and LOD scores 
between 2.09 and 3.5 were considered suggestive. A Pearson’s 
2
 for allele frequencies was 
applied and SNPs distributions that deviate from the Hardy-Weinberg equilibrium were 
removed. Notably, as the 3A9 TCR transgene is located on chromosome 5, we excluded the 
chromosome 5 data from our analysis.  
 
Diabetes incidence study 
Diabetes incidence was monitored daily in female 3A9 TCR:iHEL mice for overt signs of 
diabetes (wet cage, hunched posture) and every two weeks for urine glucose levels using 
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Diastix (Bayer, Toronto, Ontario, Canada) starting at 8 to 12 weeks of age. After two 
successive positive Diastix tests, overt diabetes was confirmed by blood glucose levels higher 
than 17 mmol/L. The age of diabetes onset is set at the first detection of elevated urine glucose 
levels. The mice were sacrificed within one week of detection of high blood glucose or when 
they reached more than 34 weeks of age. At culling, tail DNA was collected to verify the 
genotype of the mouse. Also, the serum was collected and the pancreas was conserved in 
formalin for at least 48 hours at room temperature before being sent for paraffin inclusion. The 
3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 female mice included in the diabetes incidence study are littermate 
controls from either 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L or 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S 




H&E staining was performed on 5 to 7 µm pancreas cuts from paraffin blocks, for 2 to 4 non-
successive cuts per slide with one slide per mouse (Tables 1 and 2). H&E slides were scored 
for infiltration as previously described (34), and according to the following scale: 0 = no 




Total IgG was measured by ELISA according to the manufacturer’s protocol (Bethyl 
Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA). Serum anti-HEL IgG, IgM and IgG1 levels were 
measured by ELISA on Nunc Maxisorp plates (Thermo Fisher Scientific) coated with 100 
µg/ml HEL prepared in NaHCO3 at pH-9.5, developed with goat anti-mouse IgG-HRP 
(Biolegend, clone poly4053), goat anti-mouse IgM-HRP (VWR) or rat anti-mouse IgG1-biotin 
(Biolegend, clone RMG1-1) followed by avidin-HRP (Biolegend). A reference pool of sera 





Data for the various experiments were tested for significance using a non-parametric Mann–
Whitney U test with a minimal threshold of 0.05. Estimation of the interval coordinates on 
chromosome 9 was obtained using a 95% Bayes interval test. Significance for the F2 genotype 
distribution differences was tested with a one way ANOVA test. Statistical significance of the 
differences between the diabetes incidence curves was determined with the Mantel-Cox log 
rank test with a minimal threshold of 0.05. All statistical analyses and the F2 distribution were 





In non-transgenic mice, immunoregulatory DN T cells compose approximately 1-3% of total 
T cells (22, 35-37). The low number of these cells not only presents a challenge for their 
isolation and characterization, but limits the sensitivity in detection necessary to perform a 
linkage analysis. In addition, the specific characterization of immunoregulatory DN T cells is 






 phenotype with a 
subset of NKT cells (37, 38), which would need to be carefully excluded from our analyses. 
Because of these challenges, we instead opted to take advantage of the 3A9 TCR transgenic 
mouse model, in which the TCR recognizes a peptide from hen egg lysozyme (HEL) in the 
context of I-A
k 
(29), allowing to investigate the genetic regulation of the proportion of DN T 
cells in secondary lymphoid organs. Indeed, as for other TCR transgenic systems (15, 38-43), 
the 3A9 TCR transgenes enhances the proportion of DN T cells in peripheral lymphoid organs 
and precludes the differentiation of potentially contaminating NKT cells, increasing the 
sensitivity of detection of DN T cells (22-24). We thus performed an F2 outcross of the 3A9 
TCR B10.BR and 3A9 TCR NOD.H2
k
 parental strains, as they exhibit a significant difference 
in the proportion of 3A9 DN T cells in the lymph nodes (22).  
 
We analyzed the proportion of 3A9 DN T cells in the lymph nodes of 171 3A9 TCR F2 
(B10.BR x NOD.H2
k
) mice, where 3A9 TCR+ cells are detected with the 1G12 monoclonal 
antibody. The 3A9 TCR+ cells are electronically gated to select for all 3A9 TCR+ T cells 
(Figure 1a, left). The proportion of CD4+, CD8+ and CD4-CD8- T cells is shown among 3A9 
TCR+ T cells (Figure 1a, right). In this example, the total proportion of 3A9 DN T cells in 
lymph nodes is 18%, where we find 44.2% of CD4-CD8- cells among 40.6% of 3A9 TCR+ 
cells (44.2% x 40.6% = 18.0%). The proportion of 3A9 DN T cells in the 171 3A9 TCR+F2 
(B10.BR x NOD.H2
k
) mice varies from 5 to 34% and presents with a Gaussian distribution 
(Figure 1b). In agreement with our previous finding that the Idd13 locus only partially restores 
DN T cell proportion in NOD mice (24), the normal distribution suggests that more than one 




For the linkage analyses, we subjected the DNA of the 171 F2 mice to the Illumina Golden 
Gate low-density platform and performed a genome-wide SNP genotyping. Of note, as the 
3A9 TCR transgene is located on chromosome 5 (44), and that we select for 3A9 TCR 
positive mice for analysis, the data for chromosome 5 could not be included in the linkage 
analysis.  The linkage of the genotypes to the phenotypes demonstrated that a locus on 
chromosome 9 is tightly linked to the proportion of 3A9 TCR DN T cells in the lymph nodes, 
presenting with a maximal LOD score above 4 (Figure 2). Interestingly, this region of 
chromosome 9 is comprised within the Idd2 diabetes-resistance locus. As we have previously 
shown that 3A9 DN T cells can confer resistance to diabetes (22), it is tempting to suggest that 
the regulation of DN T cell proportion contributes to the diabetes-resistant trait conferred by 
the Idd2 locus. Moreover, the distal region of chromosome 2, which encompasses the Idd13 
locus known to partially restores DN T cell number (24), exceeded the suggestive threshold 
along with five other genetic regions, namely on chromosomes 1, 4, 12 as well as two regions 
on chromosome 6 (Figure 2). As for the loci on chromosomes 2 and 9, three of the five other 
intervals reaching the suggestive threshold also coincide with known autoimmune 
susceptibility loci, namely the Idd9 locus on chromosome 4, the Idd6 and Idd19 loci on distal 
chromosome 6 and the Nbwa1 quantitative trait locus on chromosome 12 (Figure 3). Together, 
these data suggest that the proportion of 3A9 DN T cells is associated with more than one 
locus which are linked to autoimmune susceptibility loci. 
 
The most significant linkage for 3A9 DN T cell proportion was observed on chromosome 9. 
Although we have previously shown that the proportion of 3A9 CD4+ and CD8+ T cells are 
similar between both 3A9 TCR B10.Br and 3A9 TCR NOD.H2
k
 parental strains (24, 30), this 
does not discount the possibility that the variation in 3A9 DN T cell proportion in the F2 mice 
results from secondary variations in either 3A9 CD4+ or CD8+ T cells. Therefore, to validate 
that this linkage was indeed specific to 3A9 DN T cells, we plotted the linkage analysis for 
both 3A9 CD4+ and CD8+ T cells (Figure 4). We find that both 3A9 CD4+ T cells and 3A9 
CD8+ T cells are respectively associated with significant linkages on chromosomes 7 and 3, 
but not on chromosome 9, demonstrating that the locus on chromosome 9 is linked to 3A9 DN 
T cell proportion and not to variations in other 3A9 T cell populations.  
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To better define the genetic interval on chromosome 9 linked to 3A9 DN T cell proportion, we 
generated a higher resolution map by including 6 additional genetic markers, namely 
D9Mit328, D9Mit330, D9Mit4, D9Mit21, D9Mit232 and D9Mit302 (Figure 5a). We find that 
5 of these markers exceed the significance threshold. To determine the extent of the 
contribution of this locus towards determining the proportion of 3A9 DN T cells in the lymph 
nodes, we segregated the 171 F2 mice according to their genotype at the D9Mit232 marker, 
exhibiting the highest LOD score of 4.27. F2 mice carrying the homozygous B10.BR allele at 
the D9Mit232 marker presented with a proportion of 3A9 DN T cells ranging from 5 to 29% 
with an average of 17% (Figure 5b). However, F2 mice homozygous for the NOD allele at that 
marker showed a significantly reduced proportion of 3A9 DN T cells, with an average of 12% 
(Figure 5b). This result suggests that the B10.BR alleles on chromosome 9 near the D9Mit232 
marker contribute towards increasing the proportion of 3A9 DN T cells in the lymph nodes. 
Finally, F2 mice carrying a heterozygous genotype for the B10.BR/NOD allele at that marker 
showed a proportion of 3A9 DN T cells varying from 4 to 34% with an average of 15%, not 
significantly different from mice that bear the B10.BR homozygous genotype (Figure 5b). 
This result suggests that the B10.BR alleles, in relation to the NOD alleles at or near the 
D9Mit232 marker, act either in a dominant or co-dominant fashion for defining the proportion 
of 3A9 DN T cells in the lymph nodes.  
 
Together, the above results strongly suggest that the genetic determinants near the D9Mit232 
marker on mouse chromosome 9 contributes towards defining the proportion of 3A9 DN T 
cells. To validate this result, we generated 3A9 TCR NOD.H2
k
 congenic mice bearing B10.BR 
alleles on chromosome 9. We performed 6 backcrosses to the 3A9 TCR NOD.H2
k
 background 
by genotyping for B10.BR alleles at D9Mit129 and D9Mit328 at each generation, where both 
markers were found near the highest LOD score in the preliminary linkage analysis composed 
of 93 F2 mice (not shown). We obtained 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L congenic mice, where L 
stands for “long”. During the 6
th
 backcross, we also obtained a recombinant mouse which bore 
B10.BR alleles only at the D9Mit129 marker. We named this strain 3A9 TCR NOD.H2
k
-




We crossed the mice bearing a heterozygous genotype at either the Chr9L or the Chr9S loci to 
obtain homozygous mice at each locus. The purity of the genetic background of the 
homozygous mice from both strains was interrogated using the Illumina Golden Gate medium-
density platform to perform a genome-wide SNP genotyping. Apart from the chromosome 9 
genetic locus, both strains showed more than 99% homology to the NOD.H2
k
 parental strain, 
where none of the potentially B10.BR contaminating DNA was located within known Idd loci 
(data not shown). We did observe 0.3% of B10.Br alleles in both congenic strains, which were 
located on chromosome 15 in an interval not linked to the proportion of 3A9 DN T cells 
(Figure 2 and data not shown). With this genome-wide genotyping analysis, we also delimited 
the B10.BR congenic intervals in both chromosome 9 congenic lines as depicted on Figure 6. 
Note that both the Chr9L and the Chr9S intervals at least partly coincide with a segment of the 
Idd2 diabetes-resistance locus. 
 
With our newly generated 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S 
congenic mice, we determined the contribution of these loci in defining the proportion of 3A9 
DN T cells (Figure 7a).Importantly, we observed no difference in the proportion of 3A9 DN T 
cells between the parental 3A9 TCR NOD.H2
k
 and the 3A9 TCR NOD.H2
k
 congenic 
littermate controls bearing homozygous NOD alleles at both D9Mit129 and D9Mit328, 
suggesting that B10.Br alleles on chromosome 15 do not significantly contribute to the 
phenotype (not shown). In comparison with 3A9 TCR NOD.H2
k
 mice, both 3A9 TCR 
NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S congenic strains exhibited a higher 
proportion of 3A9 DN T cells in the spleen and lymph nodes (Figure 7b). Specifically, both 
congenic strains exhibited an average of 2% and 6% of 3A9 DN T cells in the spleen and 
lymph nodes, respectively, representing almost a two-fold increase over that of 3A9 TCR 
NOD.H2
k
 mice (Figure 7b). Expectedly, as the proportion of 3A9 DN T cells is regulated by 
more than one locus and that the linkage analysis explains only 9.8% of the variance, the 
proportion of 3A9 DN T cells was only partially restored in both the 3A9 TCR NOD.H2
k
-
Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S congenic strains the relative to that of 3A9 TCR 
B10.BR mice, where 3A9 TCR B10.BR mice present with approximately 8% and 30% of 3A9 
DN T cells in the spleen and lymph nodes, respectively (Figure 7b). Still, as both the Chr9L 
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and Chr9S genetic intervals from the B10.BR strain demonstrate an equivalent potential to 
partially restore the proportion of 3A9 DN T cells in 3A9 TCR NOD.H2
k
 mice, this suggests 
that the genetic determinants defining the proportion of 3A9 DN T cells are likely to be 
encoded within the shorter Chr9S interval. Taken together, these data demonstrate that the 
Chr9S locus is sufficient to partially restore the proportion of 3A9 DN T cells in 3A9 TCR 
NOD.H2
k
 mice.   
 
As the Idd2 locus partially coincides with both the Chr9L and the Chr9S loci, we opted to 
define whether the complete Chr9L or the shorter Chr9S locus would contribute to 
autoimmune diabetes resistance. To address this, we took advantage of the fact that 3A9 
TCR:iHEL NOD.H2
k
 mice are highly susceptible to autoimmune diabetes, whereas the 3A9 
TCR:iHEL B10.BR mice are rather resistant (30). We thus bred both 3A9 TCR NOD.H2
k
-
Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S mice to iHEL NOD.H2
k
 mice to generate 3A9 
TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S mice. In these double 
transgenic mice, we again observed a partial restoration of 3A9 DN T cell number in both the 
spleen and lymph nodes relative to that of 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mice (Figure 7b). 
However, the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L congenic mice exhibited a higher proportion 
of 3A9 DN T cells relative to the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S congenic mice (Figure 
7b). The presence of a self-ligand in this 3A9 TCR transgenic mouse model thus revealed that 
at least two genes within the Chr9L interval define the proportion of 3A9 DN T cells in the 
lymph nodes, where at least one of these genes is located within the Chr9S interval. 
 
We have previously shown that elevated proportions of 3A9 DN T cells in secondary 
lymphoid organs correlate with diabetes susceptibility. We thus expected that 3A9 TCR:iHEL 
NOD.H2
k
-Chr9L mice, which exhibit a higher proportion of 3A9 DN T cells, would be more 
resistant to autoimmune diabetes than both 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 and 3A9 TCR:iHEL 
NOD.H2
k
-Chr9S mice. Indeed, by monitoring the diabetes incidence, we found that, similar to 
the 3A9 TCR:insHEL B10.BR mice, only 25% of 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L female 





-Chr9S mice seemed to exhibit a lower diabetes incidence than 3A9 
TCR:iHEL NOD.H2
k
 mice, this did not reach statistical significance in our relatively small 
cohort (Figure 8a). Expectedly, as a greater proportion of 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mice 
progressed to overt diabetes, the degree of lymphocytic infiltration in mice from the diabetes 
incidence study was slightly more severe in this strain relative to the other strains (Figure 8b). 
Altogether, these data support the view that elevated 3A9 DN T cell number correlate with 
autoimmune diabetes resistance and that at least two genes within the Chr9L interval define 
DN T cell number. Moreover, these data show that the Chr9L interval is sufficient to confer 
diabetes resistance in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mouse model. 
 
As for the non-transgenic NOD mice (45, 46), the progression to overt diabetes in the 3A9 
TCR:iHEL model is associated with auto-antibody production (47). In addition, we have 
shown that transfer of 3A9 DN T cells in 3A9 TCR:iHEL diabetes-prone mice leads to a 
reduction in autoantibody levels, likely due to the elimination of activated B cells (22, 23). We 
thus assessed whether the increased proportion of 3A9 DN T cells in the 3A9 TCR:iHEL 
NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S mice lead to a concomitant decrease 
in autoantibody levels. Indeed, both congenic strains presented with lower levels of HEL-
specific IgG and IgG1 antibodies, but not HEL specific IgM antibodies relative to 3A9 TCR 
NOD.H2
k
 mice (Figure 9a). Interestingly, the decrease in HEL-specific IgG antibodies in the 
3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S mice was not limited 
to HEL-specificity, as total IgG levels were also reduced in these mice (Figure 9a). In 
addition, a comparable degree of lymphocytic infiltration in the islets of these euglycemic 
mice was observed (Figure 9b), demonstrating that the decrease in IgG levels was not due to a 
decrease in the autoimmune response towards islet antigens. It is rather likely attributed to the 
nature of this response. Together, these findings suggest that genetic determinants within the 
Chr9L locus leads to an increase in DN T cell number accompanied by a parallel decrease IgG 





Immunoregulatory DN T cells contribute to immune tolerance in various pathological settings, 
including autoimmune diabetes (11, 15, 21, 22, 37). The elevated proportion of DN T cells in 
autoimmune-resistant relative to autoimmune-prone mice has allowed us to perform a linkage 
analysis and uncover that the proportion of DN T cells is a complex trait. Importantly, we 
show that the diabetes-resistance locus, Idd2, is linked to this trait. In addition, we develop 
two congenic lines bearing B10.BR alleles on chromosome 9, in a locus which partially 
encompasses Idd2. Using these congenic lines we demonstrate that the locus on mouse 
chromosome 9 impacts the proportion of 3A9 DN T cells, the IgG serum levels and 
contributes to diabetes resistance in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mouse model. By 
comparing the strains bearing the B10.BR alleles in Chr9L and Chr9S strains, we also find 
that at least two genetic determinants contribute to these traits. Taken together, our data 
support the view that the mouse Idd2 locus is linked to the proportion of immunoregulatory 
DN T cells, a trait associated with autoimmune diabetes resistance. 
 
The Idd2 locus was initially linked to diabetes resistance in a NOD to NON outcross (48, 49). 





lymphocytes and Tlf (for T lymphocyte frequency) coincides with Idd2 (50, 51). Using the 
B10.BR to NOD.H2
k
 outcross, we find that Idd2 is linked to the proportion of a T cells subset, 
namely DN T cells, for which the NOD background now exhibits the lower proportion of 
cells. However, we do not find that Idd2 is linked to the proportion of CD4+ or CD8+ T cells 
in the F2 outcross. The reason for the discrepancy between these results is likely due to the 
different parental strains used, as B10.BR mice, in contrast with NON mice, do not present 
with a low T cell proportion.  
 
Initial studies attempting to generate NOD.NON-Idd2 congenic lines unfortunately lost the 
diabetes resistance trait due to a high frequency of recombination events between the original 
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linkage and the trait (52). We have now successfully generated NOD.B10-Chr9L congenic 
mice, which are able to confer diabetes resistance at least in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 
mouse model. To our knowledge, this is the first demonstration that NOD congenic mouse 
strain for a genetic interval coinciding with the Idd2 locus that is protected from diabetes 
onset. As the Chr9L interval coincides at least in part with the Idd2 locus, we propose that 
genetic determinants encoded within the Chr9L interval define Idd2. The relevant genetic 
determinants would most likely be encoded outside of the Chr9S interval, which only confers 
very modest diabetes resistance in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mouse model. Alternatively, 
genetic interactions between genes encoded with both the Chr9L and the Chr9S intervals 
could contribute to the diabetes resistance trait. To evaluate these hypotheses, additional 
congenic mice will need to be generated. Additionally, we are currently performing an 
outcross of the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L to NOD mice, to ultimately generate non-
transgenic NOD.B10-Chr9L mice, in which we will be able to validate the contribution of this 





As mentioned above the proportion of DN T cells is defined by a complex trait, including 
Idd2, Idd13 and potentially five other suggestive loci. Using congenic mice, we have validated 
that both Idd2 and Idd13 partially contribute towards defining the proportion of DN T cells. 
Additional congenic mice will need to be generated to determine the contribution of the other 
genetic loci in defining the proportion of DN T cells. Moreover, to establish whether each 
locus independently or synergistically contributes to the trait, double congenic mice will need 
to be generated. To that effect, we are currently intercrossing 3A9 TCR NOD.H2
k
-Idd13 mice 
to 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L mice. This experiment will allow us to establish the potential 
genetic interactions between these two loci in defining the proportion of 3A9 DN T cells and 
conferring resistance to autoimmune diabetes. 
 
By comparing the data from our two congenic strains, namely 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-
Chr9L and 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9S mice, we find that the proportion of DN T cells, 
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the serum IgG levels and the resistance to diabetes are likely to be defined by at least two 
genetic determinants within the Chr9L interval, where at least one is encoded within and one 
outside of the Chr9S interval. Indeed, although 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S mice exhibit the 
same proportion of 3A9 DN T cells to the 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L mice, the Chr9S 
interval only partially contributes to the phenotypes in the 3A9 TCR:iHEL double transgenic 
setting. Interestingly, of the genes encoded within the Chr9S interval we find genes of the 
CD3 complex, which could potentially contribute to the homeostatic regulation of DN T cells. 
Thy1 and Cbl, among many others also present as likely candidate genes for influencing the 
proportion of DN T cells. However, these genes have also been associated with autoimmune 
phenotype (52-56) and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S mice congenic mice exhibit little if any 
resistance to autoimmune diabetes, suggesting that the gene contributing to the DN T cell 
phenotype in the Chr9S interval is likely to be distinct from these. Still, it is possible that the 
Chr9S interval would contribute to diabetes resistance in a setting other than in the 3A9 TCR 
transgenic model, such that these candidate genes cannot be readily discarded. Nevertheless, 
Il10ra, also included within the Chr9S interval, has particularly grabbed our attention for 
defining the proportion of DN T cells. Indeed, we have previously shown that IL-10 limits the 
expansion of 3A9 DN T cells in vitro. We are currently attempting to define whether the 
Il10ra B10.BR gene explains the increased DN T cell number in the 3A9 TCR NOD.H2
k
-
Chr9S congenic mice. Among the candidate genes present within the Chr9L interval but not in 
the Chr9S interval we find Crtam, which has been associated with diabetes induction in a 
mouse model of induced autoimmune diabetes and is expressed on some T cell populations 
(57). Esam, involved in hematopoieisis (58), is also of interest considering that DN T cell 
proportion is regulated by bone marrow intrinsic factors (24). Tirap and Tbrg1 are two other 
genes within the Chr9L interval known to play significant roles in the immune system, which 
could be candidate genes for defining the proportion of DN T cells and susceptibility to 
diabetes.  
 
In summary, studying the genetic underpinnings of immunoregulatory DN T cells has revealed 
that, as for susceptibility to autoimmune diabetes, it is a complex trait. Interestingly, at least 
two Idd susceptibility loci are linked to the proportion of DN T cells, emphasizing their 
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relevance in contributing to autoimmune diabetes resistance. Identifying the genetic 
determinants defining the proportion of DN T cells may unravel key molecular targets to 
increase DN T cells in lymphoid organs and thereby permit an increase in immune tolerance to 
prevent autoimmune disease onset. The congenic mice developed herein are important tools 
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Figure 1: The proportion of 3A9 DN T cells is regulated by a complex trait. (A) 
Representative flow cytometry profiles for determining the proportion of 3A9 DN T cells in 
the lymph nodes of 3A9 TCR F2 (B10.BR x NOD.H2
k
) mice. The left panel shows CD4 vs 
3A9 TCR on total live lymphocytes, where the 3A9 TCR is detected with the 1G12 clonotypic 
antibody. All of the 3A9 TCR+ cells are electronically gated to display CD4 vs CD8 profile, 
where the percentage of CD4-CD8- T cells among 3A9 TCR+ cells is shown (right). The 
percentage of 3A9 DN T cells is calculated by multiplying the percentage of 3A9 TCR+ cells 
(left panel) to the percentage of CD4-CD8- T cells among 3A9 TCR+ cells (right panel). (B) 
The distribution of the F2 cohort (171 3A9 F2 mice aged from 7 to 15 weeks) relative to the 




Figure 2. Genome-wide linkage analysis for the proportion of 3A9 DN T cells. Genome-wide 
LOD score plot (R/Qtl) for the proportion of 3A9 DN T cells in the 171 F2 cohort is shown. 
The approximate position of the Idd2 locus is depicted. The full and dotted lines respectively 






Figure 3. Some suggestive linkages for 3A9 DN T cell proportion coincide with autoimmune 
susceptibility loci. High resolution map of the suggestive loci linked to 3A9 DN T cell 
proportion. Known Idd loci are depicted for each of these chromosomes. The position are 







Figure 4. Genome-wide linkage analysis for the proportion of 3A9 CD4+ T cells and 3A9 
CD8+ T cells. Genome-wide LOD score plot (R/Qtl) for the proportion of (A) 3A9 CD4+ T 
cells and (B) 3A9 CD8+ T cells in the 171 F2 cohort is shown. The full and dotted lines 




Figure 5. Chromosome 9 is significantly linked to the proportion of 3A9 DN T cells. (A) High 
resolution maps of the 3A9 DN T cell linkage to chromosome 9 in the cohort of 171 male and 
female F2 mice from 7-15 weeks old. Shaded area represents the Bayes confidence interval. 
The Idd2 resistance locus is depicted based on the T1D database (www.t1Dbase.org)(59). (B) 
3A9 DN T proportion in F2 mice segregated according to the genotype for the D9Mit232 
marker on chromosome 9. B/B mice, homozygous for B10.BR alleles (black circles); B/N, 
heterozygous for B10.BR and NOD.H2k alleles (grey diamonds); N/N, homozygous for 
NOD.H2k alleles (empty circles). Each dot represents data for an individual mouse. p value, 
*<0.05, ns = non-significant. 
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Figure 6. Delimitation of the B10.BR interval from the two congenic lines. The B10.BR 
congenic intervals in the 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S strains
are shown, based on a medium density linkage analysis. (A) The chromosome 9 is fully 
depicted for all strains. (B) High resolution of the boxed interval in panel A to represent the 
Chr9 congenic intervals. Marker position is based on NCBI build m37. The D9Mit129 and 
D9Mit328 markers, used for genotyping the mice for the backcross are also included on the 
map. 
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Figure 7. 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9L and 3A9 TCR NOD.H2
k
-Chr9S congenic mice exhibit
an increase in the proportion of 3A9 DN T cells. (A) Representative flow cytometry profiles of 
1G12+ (3A9 TCR) CD3+ cells among CD4-CD8-CD19- cells. The proportion of 3A9 DN T 
cells among live lymphocytes is calculated by multiplying the percentage of CD4-CD8-CD19- 
cells with the percentage of 1G12+ (3A9 TCR) CD3+ cells among CD4-CD8-CD19- cells. (B) 
The proportion of 3A9 DN T cells is shown for 3A9 TCR single transgenic (8-13 weeks old 
mice) (top) and 3A9 TCR:iHEL double transgenic (8-11 weeks old mice) (bottom) mice for 
the spleen (left) and skin draining lymph nodes (right). Each dot represents data for one 
mouse. B10.BR (filled circles), NOD.H2
k





-Chr9S (triangles).  Congenic mice are from the 6
th





Figure 8: The Chr9L interval is sufficient to confer diabetes resistance. (A) Diabetes incidence 
is shown for female 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L (n=8) and 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-
Chr9S (n=9) congenic mice and for female 3A9 TCR:iHEL B10.BR (n=8) and 3A9 
TCR:iHEL NOD.H2
k
 (n=17) control mice. Note that 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 female mice 
are littermate controls from either the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L or the 3A9 TCR:iHEL 
NOD.H2
k
-Chr9S congenic strain, where the genotype for the Chr9L or Chr9S interval was 
homozygous for NOD alleles. p value, **<0.01 according to Log-rank (Mantel-Cox) test, 
ns = non-significant. (B) The degree of islet infiltration is shown for mice included in the 
diabetes incidence study and was scored in non-diabetic mice older than 34 weeks, and in 
diabetic mice of various age, after confirmation of the diabetes status. The following number 
of mice was analyzed for islet infiltration:  B10.BR n=6 ; NOD.H2k n=10 ; Chr9L n=8 ; 




Figure 9. Reduced IgG serum antibody levels in 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr9L congenic 
mice. (A) Anti-HEL IgG, anti-HEL IgG1, anti-HEL IgM and total IgG levels in the serum of 
9-18 weeks old male or female non-diabetic congenic and control mice are shown relative to a 
pool of serum from 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mice which was set as a value of 1. Each dot 
represents data for one mouse. Data under detection threshold are excluded from the statistical 
tests. p value, **<0.01. (B) The degree of islet infiltration is shown for euglycemic male and 
female mice aged between 7 and 18 weeks. The following number of mice was analyzed for 
islet infiltration: B10.BR n=7 ; NOD.H2
k
 n=8 ; NOD.H2
k


















Table II. Islet count details for Figure 9b 
Table I. Islet count details for Figure 8b 
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Chapitre 3 : Article 2  
 
3.1 Genetic interaction between two insulin-dependent diabetes 
susceptibility loci, Idd2 and Idd13, in determining 
immunoregulatory DN T cell proportion 
 
Roxanne Collin, Kathy Doyon, Victor Mullins-Dansereau, Martin Karam; Geneviève 
Chabot-Roy, Erin E Hillhouse, Alexandre Orthwein, Sylvie Lesage 
 
Cet article a été publié dans la revue Immunogenetics Vol 70(8) : 495–509 (2018)  
Il s’agit de la suite logique des découvertes de l’article 1 et de l’article publié par Dugas et al. 
[290], où nous avions identifié plusieurs locus contrôlant potentiellement la proportion de 
cellules DN T et validé le rôle des locus Idd2 et Idd13. Suite à des analyses plus poussées des 
souris F2 nous avons testé l’hypothèse que les locus Idd2 et Idd13 pourraient interagir dans la 
determination de la proportion de cellules DN T. Cet article apporte plusieurs réponses sur le 
contrôle génétique des cellules DN T par les locus individuels et combinés.  
Pour cet article, j’ai réalisé la caractérisation initiale du phénotype des lignées congéniques 
NOD.H2
k
-Idd2/Idd13, pour la proportion de cellules DN T, les niveaux d’auto-anticorps, 
l’histologie et l’incidence de diabète. J’ai généré les figures correspondantes et ai également 
participé à l’écriture de la première version du manuscrit. L’analyse bioinformatique, les 
expériences de validation de la voie de la mitose par analyse du cycle cellulaire et la validation 
de l’expression de RAD51 ont été réalisées par Kathy Doyon, Victor Mullins-Dansereau et 
Martin Karam.   
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Several immune regulatory cell types participate in the protection against autoimmune 
diseases such as autoimmune diabetes. Of these immunoregulatory cells, we and others have 




 double negative (DN) T cells can induce antigen-specific 
immune tolerance. Particularly, we have described that diabetes-prone mice exhibit a lower 
number of peripheral DN T cells compared to diabetes-resistant mice. Identifying the 
molecular pathways that influence the size of the DN T cell pool in peripheral lymphoid 
organs may thus be of interest for maintaining antigen-specific immune tolerance. Hence, 
through immunogenetic approaches, we found that two genetic loci linked to autoimmune 
diabetes susceptibility, namely Idd2 and Idd13, independently contribute to the partial 
restoration of DN T cell proportion in secondary lymphoid organs. We now extend these 
findings to show an interaction between Idd2 and Idd13 in determining the number of DN T 
cells in secondary lymphoid organs. Using bioinformatics tools, we link potential biological 
pathways arising from interactions of genes encoded within the two loci. By focusing on cell 
cycle, we validate that both the Idd2 and Idd13 loci influence RAD51 expression as well as 
DN T cell progression through the cell cycle. Altogether, we find that genetic interactions 
between Idd2 and Idd13 loci modulate cell cycle progression, which contributes, at least in 
part, to defining the proportion of DN T cells in secondary lymphoid organs. 
 
Keywords: double negative T cells, type 1 diabetes, transgenic mice, cell cycle 
 
3.3 Introduction 
A prominent role in the prevention of autoimmunity has been credited to various 




 double negative 
(DN) T cells. Indeed, DN T cells have been shown to inhibit immune responses in an antigen-
specific manner (Zhang et al. 2006; Zhang et al. 2000). This has major implications since the 
use of DN T cells in immunotherapy should therefore lead to fewer side-effects and a 
decreased risk of infection, which remains a major concern in the application of broad 
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immunosuppressive regimens (Bluestone et al. 2010a). As a result, DN T cells have been 
studied in various disease models, revealing that DN T cells display a promising therapeutic 
potential in the induction of allo- and xenograft tolerance (Chen et al. 2003; Ma et al. 2008; 
Young et al. 2002; Zhang et al. 2000) and in the prevention of both graft-vs-host disease (He 
et al. 2007; McIver et al. 2008; Young et al. 2003; Young et al. 2002) and autoimmune 
diabetes (Dugas et al. 2010; Duncan et al. 2010; Ford et al. 2007; Zhang et al. 2011).  
 
Using TCR transgenic models, our work has supported the contribution of DN T cells towards 
immune tolerance in autoimmune diabetes (Dugas et al. 2010). Specifically, we have 
demonstrated that TCR transgenic DN T cell proportion is low in autoimmune diabetes-
susceptible mice (Dugas et al. 2010). However, the immunoregulatory function of TCR 
transgenic DN T cells remains unaltered in these mice (Hillhouse et al. 2010), demonstrating 
that a deficiency in DN T cell number, rather than function, contributes to autoimmune 
diabetes susceptibility. Correspondingly, the injection of DN T cells is sufficient to reduce the 
incidence of autoimmune diabetes in autoimmune diabetes-susceptible mice in the TCR 
transgenic setting (Dugas et al. 2010). These results highlight the importance of identifying the 
genetic determinants controlling DN T cell number as they may reveal key molecular targets 
to promote DN T cell development, thereby supporting immune tolerance.  
 
As for most autoimmune diseases, susceptibility to autoimmune diabetes is a complex genetic 
trait (Bluestone et al. 2010b; Concannon et al. 2009). NOD (non-obese diabetic) mice, which 
spontaneously develop autoimmune diabetes, have facilitated the study of genetic factors 
underlying autoimmune diabetes susceptibility (Anderson and Bluestone 2005; Wicker et al. 
2005). To date, more than 20 Idd (Insulin dependent diabetes) loci linked to diabetes 
predisposition have been identified in NOD mice (www.T1Dbase.org), and the concordance 
with human diabetes susceptibility has been demonstrated for some of these loci (Driver et al. 
2011; Wicker et al. 2005). Subsequent analysis of NOD.Idd congenic mice has revealed Idd 
regions which are sufficient to reduce insulitis and/or diabetes incidence (Ghosh et al. 1993; 
Lyons et al. 2000; McAleer et al. 1995; Serreze et al. 1994). Interestingly, we have also linked 
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certain Idd regions to the regulation of DN T cell number (Collin et al. 2014; Dugas et al. 
2014), where increased DN T cell number is associated with autoimmune diabetes resistance 
(Collin et al. 2014; Dugas et al. 2010). More specifically, using a linkage analysis approach 
and congenic strain validation, we have shown that DN T cell proportion in peripheral 
lymphoid organs is a multigenic trait and that both Idd2 and Idd13 loci each contribute to the 
partial restoration of DN T cell numbers in the spleen and lymph nodes (Collin et al. 2014; 
Dugas et al. 2014). These results suggest that Idd2 and Idd13 loci modulate diabetes 
development, at least in part, by influencing DN T cell number.  
 
Idd2 and Idd13, located on chromosome 9 and 2 respectively, are two loci linked to 
autoimmune diabetes susceptibility, while Idd2 is also linked to insulitis (Ghosh et al. 1993; 
Prochazka et al. 1987; Serreze et al. 1998; Serreze et al. 1994; Wicker et al. 1995). Recently, 
our group has shown that, in contrast to Idd13 (Hillhouse et al. 2016), the Idd2 locus also 
protects NOD.H2
k
 mice from diabetes development and insulitis in the 3A9 TCR:insHEL 
transgenic model (Collin et al. 2014). In addition to their role in DN T cell number modulation 
in the non-transgenic and/or TCR transgenic setting, both Idd2 and Idd13 loci are thought to 
play a role in the selection of diabetogenic T cells (Collin et al. 2014; Dugas et al. 2014; 
Pearce et al. 1995; Serreze et al. 1998). Accordingly, the Idd13 interval encodes for several 
candidate genes implicated in the negative selection of autoreactive T cells including the Mer 
tyrosine kinase (Mertk) gene as well as multiple apoptosis-associated genes (Liston et al. 
2007; Liston et al. 2004; Serreze et al. 1998; Wallet et al. 2009; Zucchelli et al. 2005), and 
Idd2 encodes for Thy1, Cbl and Il10ra, all likely contributors to T cell biology
23,
 (Lang and 
Bellgrau 2004; Prochazka et al. 1987). In addition to DN T cell numbers, the Idd13 locus also 
influences the proportion of merocytic dendritic cells, another cell population associated with 
autoimmune diabetes susceptibility (Pelletier and Lesage 2013). Altogether, the Idd2 and 
Idd13 loci clearly play a role in autoimmune diabetes progression via different mechanisms, 




For our studies, we take advantage of a spontaneous autoimmune diabetes model, namely the 
3A9 TCR:insHEL transgenic mouse model. In this model, the insHEL transgene promotes hen 
egg lysosyme (HEL) expression under the rat-insulin promoter, thus inducing pancreatic β cell 
specific expression, while the 3A9 TCR transgene yields T cells recognizing a HEL peptide 
presented in the context of I-A
k 
 (Akkaraju et al. 1997; Ho et al. 1994). To allow for effective 
HEL peptide presentation on I-A
k
, this pair of insHEL and 3A9 TCR transgenes was 
introduced onto B10.BR and NOD.H2
k
 genetic backgrounds, resulting in the diabetes-resistant 
3A9 TCR:insHEL B10.BR and diabetes-susceptible 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
 mouse 
strains (Lesage et al. 2002). Importantly, 3A9 DN T cell proportion is decreased in secondary 
lymphoid organs of mice from the diabetes-susceptible NOD.H2
k
 background in comparison 
to the diabetes-resistant B10.BR background (Dugas et al. 2010), where this difference is 
partially restored by the presence of the Idd2 or Idd13 locus from the B10.BR background in 
NOD.H2
k
 congenic mice (Collin et al. 2014; Dugas et al. 2014).  
 
Herein, we investigated the interactions between genetic determinants encoded within the Idd2 
and Idd13 loci and how they influence DN T cell proportion. To do so, we generated 3A9 
TCR and 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice. Using the double 
congenic mice, we demonstrate an interaction between Idd2 and Idd13 loci in determining the 
number of DN T cells in secondary lymphoid organs, where DN T cell proportion is fully 
restored in the lymph nodes of 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 mice. By exploiting 
DAVID and STRING bioinformatics databases, we link potential biological pathways arising 
from interactions of genes encoded within the Idd2 and Idd13 loci. This in silico approach 
suggested that the Idd2 and Idd13 loci may regulate cell cycle progression. Using congenic 
mice, we validate that the Idd2 and Idd13 loci influence progression through S-phase and DN 
T cell proliferation. Moreover, we find that both the Idd2 and Idd13 loci modulate RAD51 
expression. Together, the bioinformatics data, the cell cycle analysis, and the regulation of 
RAD51 expression, suggests that Idd2 and Idd13 loci modulate cell cycle progression, which 
likely contributes to defining the proportion of DN T cells in secondary lymphoid organs. 
 
 
3.4 Materials and Methods 
Mice 
3A9 TCR transgenic and HEL transgenic mice, where HEL is expressed under the rat insulin 
promoter (insHEL), on B10.BR and NOD.H2
k
 backgrounds have been previously described 
(Lesage et al. 2002). The 3A9 TCR NOD.H2
k
-Idd2 congenic strain bears B10.BR alleles on 
chromosome 9 between 29.4 and 50.0 Mb (corresponding to markers rs6385855 and 
rs13480186) at a locus included within Idd2 and was described elsewhere (Collin et al. 2014). 
Idd13 congenic mice were a gift of D.V. Serreze and were crossed to NOD.H2
k
 3A9 
TCR:insHEL background to introduce the transgenes (Dugas et al. 2014). The NOD.H2
k
-
Idd2/dd13 strain was obtained by an intercross between 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2 
mice and 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd13 mice. Offspring were genotyped using the 
markers D9Mit129, D9Mit328, D2Mit132, D2Mit48 and D2Mit338. Mice bearing B10.BR 
alleles at all of these markers were selected for further intercrosses. After 2 generations of 
homozygous mating, an Illumina medium density linkage, serviced through The Centre for 
Applied Genomics at the Hospital for Sick Children, was performed on the tail DNA from 
congenic mice to delimit the boundaries of both the Idd2 and Idd13 loci in the NOD.H2
k
-
Idd2/dd13 mice; Idd2 (chromosome 9:29.6 Mb-61.4 Mb) and Idd13 (chromosome 2:114.0-
156.1 Mb) where positions are based on NCBI Build m38. All of the mouse strains were 
maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal, Canada).  
 
Flow cytometry 
8 to 12 week old non-diabetic mice (diastix negative) were analyzed. Spleen, lymph nodes and 
thymus were pressed through a 70µm cell strainer (Thermo Fisher Scientific, Ottawa, Ontario, 
Canada). Spleen cell suspensions were treated with NH4Cl to lyse red blood cells. Single cell 
suspensions were stained with the following antibodies to quantify 3A9 DN T cells; CD3 
(17A2; Biolegend), TCRβ (H57-597, Biolegend), CD4 (GK1.5; Biolegend and eBioscience), 
CD8α (53-6.7; Biolegend), CD19 (6D5; Biolegend) and anti-clonotypic 1G12 (homemade) 
(Peterson et al. 1999) antibody followed by detection with IgG1 (RMG1-1; Biolegend). For 
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Ki-67, cells were subsequently permeabilized using the eBioscience FoxP3 staining kit 
according to the manufacturer’s protocol. Following permeabilization, cells were incubated 
with either Ki-67 (B56, BD) or its isotype control (IgG1 κ; BD) for 30 minutes at 4
o
C. For 
propidium iodide, single cell suspensions from the spleen were washed in PBS and thoroughly 
resuspended in cold 70% ethanol for at least 1 hour at 4
o
C. Cells were resuspended in 250μl of 
propidium iodide solution (40 μg/ml propidium iodide, Invitrogen; 4 μg/ml RNase, 
USBiological life sciences; diluted in PBS) per 1 million cells. Stained cells were kept on ice 
and rapidly processed on a flow cytometer. All data were collected either on a FACSCanto, 
LSRII, Fortessa x-20 or a BD FACSCalibur (BD Biosciences, Mississauga, Ontario, Canada). 
All data was analyzed with FlowJo software (Treestar, Ashland, OR, USA). 
 
Histology 
H&E staining was performed on 5 to 7 µm pancreas cuts from paraffin blocks, for 2 to 3 non-
successive cuts for each mouse. H&E slides were scored for infiltration as previously 
described (Hillhouse et al. 2013), and according to the following scale: 0 = no infiltration, 1 = 
peri-insulitis, 2 = infiltration <50%, 3 = infiltration > 50%, 4=complete infiltration. 
 
ELISA 
Total IgG was measured by ELISA according to the manufacturer’s protocol (Bethyl 
Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA). Serum anti-HEL IgG and IgG1 levels were 
measured by ELISA on Nunc Maxisorp plates (Thermo Fisher Scientific) coated with 100 
µg/ml HEL prepared in NaHCO3 at pH-9.5, developed with goat anti-mouse IgG-HRP 
(Biolegend, clone poly4053) or rat anti-mouse IgG1-biotin (Biolegend, clone RMG1-1) 
followed by avidin-HRP (Biolegend). A reference pool of sera from diabetic and non-diabetic 
TCR:iHEL mice was set to contain 100 arbitrary units for anti-HEL antibodies or 10 arbitrary 





Diabetes incidence study 
Diabetes incidence was monitored daily in female 3A9 TCR:iHEL mice for overt signs of 
diabetes (wet cage, hunched posture) and every two weeks for urine glucose levels using 
Diastix (Bayer, Toronto, Ontario, Canada) starting at 8 to 12 weeks of age. After two 
successive positive Diastix tests, overt diabetes is confirmed by blood glucose levels higher 
than 17 mmol/L. The age of diabetes onset is set at the first detection of elevated urine glucose 
levels. The mice were sacrificed within one week of detection of high blood glucose or when 
they reached more than 28 weeks of age. At culling, tail DNA was collected to verify the 
genotype of the mouse. The serum was collected and the pancreas was conserved in formalin 
for at least 48 hours at room temperature before being sent for paraffin inclusion. 
 
Pathway analysis 
Genes lists (and MGI ID) from Idd2 (chromosome 9:29.6 Mb-50.3 Mb) and Idd13 
(chromosome 2:114.0-156.1 Mb) were retrieved by the Genes and Markers Query search tool 
from MGI  (Eppig et al. 2015). MGI ID were submitted to DAVID bioinformatics database 
(Huang da et al. 2009a; Huang da et al. 2009b). To rescue some unmapped genes (via MGI 
ID) that did not match with the DAVID database, we sent two lists of unmapped genes to 
DAVID to get their DAVID ID. MGI and DAVID ID lists were submitted to DAVID and 
were merged for each locus. Mus musculus genome was specified as background. A third list 
was built combining all genes from Idd2 and Idd13 (Idd2/13) loci. All olfactory genes 
(beginning with “Olfr”) were removed from gene lists as they are expected to have little 
impact on immunological processes. Olfactory genes represent 21% of genes from Idd2 locus. 
For these three gene lists (Idd2 only, Idd13 only, Idd2 and Idd13 combined), all categories 
from “disease”, “functional categories” and “pathways” were selected as well as the 
subcategories containing “all” from the “gene ontology” category. Functional annotation 
clustering was performed with default options except for three options: “similarity threshold”, 
“final group membership” and “EASE”. They were set to 0.4, 0.6 and 0.05 respectively. Each 
cluster made by each analysis were named based on the biological processes present in that 
cluster and compared to the other two analysis results. Highly similar clusters, in the same 
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and/or in different analysis, were grouped under the same biological process. Genes from each 
biological process produced with the Idd2/13 genes list were compiled separately and 
identified as located on chromosome 2 (Idd13) or 9 (Idd2). DAVID revealed a total of nine 
pathways for Idd2, five for Idd13 and fifteen for the combined list of Idd2/13. One biological 
process (transferase) present in Idd2/13 contained only genes from Idd13 and was excluded 
from further analysis. The metabolic process was too broad as it comprised almost all of the 
genes from both loci and this pathway was also discarded for STRING analysis. 
 
STRING analysis 
Gene (protein) lists of thirteen of the fifteen identified biological processes for Idd2/13 were 
submitted to STRING analysis individually (Szklarczyk et al. 2015) . All associations made by 
STRING between the input list and their database were manually validated. Only “co-
expression”, “experiments” and “databases” categories were selected for the active prediction 
methods. Confidence score was set to 0.15 to retrieve text file results and was set to 0.7 to 
retrieve pathway interactions images. Only links between genes from Idd2 and Idd13 loci were 
selected for further analysis. At least 50% of all links (between genes from the two loci) had to 
have a confidence score of at least 0.7 to be selected as a final biological process of interest 
(Table 5). Two different biological processes (sodium transport and peptides) did not show 













-Idd2/13 were resuspended in NuPAGE® LDS Sample Buffer (106mM Tris-
HCl, 141mM Tris Base, 2% lithium dodecyl sulfate, 10% Glycerol, 0.51Mm EDTA, 0.22mM 
SERVA Blue G250, 0.175mM Phenol Red) and sonicated at 30% intensity for ten seconds 
three times. Protein concentrations were acquired by NanoDrop Microvolume 
Spectrophotometer. The proteins were loaded on 12% NuPAGE® gels at 200V. Migrated 
proteins were transferred to PVDF membranes, blocked with 5% milk and 3% BSA in Tris 
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Buffered Saline with 0.1% tween 20 (TBS-T) for 1 hour at room temperature. Separate 
membranes were incubated overnight at 4
O
C with mouse anti-αTubulin (Abcam, ab7291), 
rabbit anti-RAD51 (BioAcademia, 70-002) and anti-H2AX (Bethyl, A300-082A) antibodies. 
Following washes with TBS-T, the membranes were incubated with either anti-rabbit or anti-
mouse-Horseradish peroxidase (HRP)-conjugated secondary antibodies for 1h at room 
temperature. Chemiluminescence was acquired on an Azure c600 (Azure Biosystems). 
Quantification and normalization of the protein bands was performed on ImageJ.  
 
Statistical analysis 
Statistical significance was determined using one-way ANOVA with Bonferroni post-HOC 
test for differences between more than 2 groups and a paired or unpaired Student t-test was 
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The proportion of 3A9 DN T cells is significantly lower in the lymph nodes of 3A9 
TCR NOD.H2
k
 mice in comparison to 3A9 TCR B10.BR mice, even in the absence of cognate 
antigen (Dugas et al. 2010). We previously performed a linkage analysis on an F2 outcross 
from these two parental strains and found that immunoregulatory DN T cell proportion is 
regulated by a multigenic trait in secondary lymphoid organs (Collin et al. 2014). By 
exploiting the 3A9 TCR transgenic mouse model, we subsequently demonstrated that both 
Idd2 and Idd13 loci independently contribute to defining the proportion and number of DN T 
cells in the spleen and lymph nodes (Collin et al. 2014; Dugas et al. 2014). Still, 3A9 TCR 
NOD mice congenic for either of these loci presented with a modest increase in DN T cell 
number relative to mice bearing the B10.BR genetic background. As a result, we proposed that 
interactions between genetic determinants encoded within the Idd2 and Idd13 loci cooperate to 
define the proportion and number of immunoregulatory DN T cells. We segregated the F2 
mice from our aforementioned linkage analysis (Collin et al. 2014) according to their genotype 
at the SNP with the highest LOD score on both chromosome 2 (Idd13) and chromosome 9 
(Idd2), namely rs6193859 and D9Mit232 respectively, and plotted the proportion of 3A9 DN 
T cells from the skin-draining lymph nodes (Figure 1a, Table 1). F2 mice bearing NOD 
homozygous alleles at the Idd2 locus present with a low proportion of DN T cells, which is not 
significantly influenced by the presence of either NOD or B10.BR alleles at the Idd13 locus 
(Figure 1a, white circles). However, we find a significant increase in the proportion of DN T 
cells in F2 mice bearing homozygous B10.BR alleles at both loci (19.34 ± 1.42) when 
compared to mice bearing homozygous NOD alleles at Idd2 (13.60 ± 1.10), at Idd13 (13.65 ± 
1.36), or at both loci (11.82 ± 2.05) (Table 1). This suggests that B10.BR alleles from both 
Idd2 and Idd13 loci may have an additive or synergistic effect in regulating DN T cell 
proportion.  
 
To test this potential interaction between Idd2 and Idd13 loci, we generated 3A9 TCR 
NOD.H2
k
-Idd2/13 as well as 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice, 
where the limits of the intervals were determined by genotyping and medium density SNP 
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Illumina platform (Figure 1b). As previously reported, B10.BR mice present with a higher 
proportion of 3A9 DN T cells than NOD.H2
k
 mice in both the spleen and lymph nodes of 
either the 3A9 TCR single transgenic or 3A9 TCR:insHEL double transgenic mice (Figure 2) 
(Collin et al. 2014; Dugas et al. 2010; Dugas et al. 2013; Dugas et al. 2014; Hillhouse et al. 




-Idd13 single congenic mice show 
an increase in the proportion of 3A9 DN T cells relative to NOD.H2
k
 mice (Figure 2) (Collin 
et al. 2014; Dugas et al. 2014). Although the proportion of 3A9 DN T cells was increased in 
the spleen of NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice relative to the parental NOD.H2
k
 strain, 
the proportion of 3A9 DN T cells of the double congenic mice did not exceed that of 
NOD.H2
k
-Idd13 single congenic mice in the spleen (Figure 2a). In contrast to the spleen, and 
in agreement with the F2 linkage data of 3A9 DN T cells in the lymph nodes (Figure 1), we 
observe a statistically significant increase in the proportion of 3A9 DN T cells of NOD.H2
k
-
Idd2/13 double congenic mice compared to single congenic mice in the lymph nodes (Figure 
2b). Importantly, the proportion of 3A9 DN T cells in the lymph nodes of 3A9 TCR:insHEL 
NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice was comparable to that of the 3A9 TCR:insHEL 
B10.BR parental strain (Figure 2b). Notably, the increased proportion of 3A9 DN T cells in 
the lymph nodes of NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice relative to NOD.H2
k
, although 
not as striking, is corroborated in absolute numbers (Figure 3), and is not the result of a 
decrease in the proportion of either CD4 or CD8 T cells (Table 2). Together, these data 
suggest that an interaction between Idd2 and Idd13 loci increases the proportion of 3A9 DN T 
cells in the NOD.H2
k
 transgenic mice.  
 
The increased proportion of 3A9 DN T cells in secondary lymphoid organs of NOD.H2
k
-
Idd2/13 double congenic mice relative to that of NOD.H2
k
 mice may potentially result from an 
increase in thymic selection in the 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 mice. We thus 
quantified the proportion of 3A9 DN T cells in the thymus of the various 3A9 TCR single 
transgenic and 3A9 TCR:insHEL double transgenic mice. As for the spleen and lymph nodes, 
we find a higher proportion and absolute number of 3A9 DN T cells in the thymus of B10.BR 
mice relative to NOD.H2
k
 mice, in both the 3A9 TCR single transgenic and 3A9 TCR:insHEL 
double transgenic mice (Figure 4). In addition, the NOD.H2
k
-Idd13 single congenic mice 
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show a modest increase in the proportion of 3A9 DN T cells relative to NOD.H2
k
 mice, 
whereas the increase in 3A9 DN T cells for NOD.H2
k
-Idd2 is only observed in the 3A9 
TCR:insHEL double transgenic mice (Figure 4). Notably, although the proportion and 
absolute number of 3A9 DN T cells was modestly increased in the thymus of NOD.H2
k
-
Idd2/13 double congenic mice relative to NOD.H2
k
 mice, this increase was comparable to that 
observed in the NOD.H2
k
-Idd13 single congenic mice (Figure 4). This suggests the absence of 
an additive effect of the Idd2 and Idd13 loci in defining DN T cell number in the thymus. In 
line with our previous work showing that thymic DN T cell proportion in 3A9 TCR mice does 
not correlate with 3A9 DN T cell proportion in secondary lymphoid organs (Dugas et al. 
2013), we find that the increased proportion of 3A9 DN T cells in the secondary lymphoid 
organs of NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice relative to NOD.H2
k
 mice is not a 
consequence of increased thymic differentiation towards the DN T cell lineage.  
 
In the 3A9 TCR:insHEL B10.BR, BALB.K and NOD.H2
k
 mice, we have previously shown 
that elevated numbers 3A9 DN T cells in secondary lymphoid organs correlate with a decrease 
in diabetes incidence and that injection of 3A9 DN T cells in the BALB.K setting is sufficient 
to prevent diabetes onset  (Dugas et al. 2010). We have also shown that 3A9 TCR:insHEL 
NOD.H2
k
-Idd2 mice exhibit an increase in 3A9 DN T cells and a lower incidence of diabetes 
relative to 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
 mice  (Collin et al. 2014). However, we recently found 
that 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd13 mice, which present an increase in 3A9 DN T cells 
relative to their NOD.H2
k
 counterpart (Figure 2) (Dugas et al. 2014), exhibit an increase in 
diabetes incidence (Hillhouse et al. 2016). This result suggests that, in contrast to Idd2, the 
increase in DN T cell number conferred by the Idd13 locus is not sufficient to control insulitis 
present in the 3A9 TCR:insHEL mouse model (as detailed in  (Hillhouse et al. 2016)). 
Because of the contrasting phenotypes of Idd2 and Idd13 in controlling diabetes incidence in 
3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
 mice, we decided to study the impact of the combination of both 
Idd2 and Idd13 loci. Expectedly, 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice 
presented a level of insulitis that was comparable to both 3A9 TCR:insHEL B10.BR and 
NOD.H2
k
 mice (Figure 5). Still, all of the nine 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 mice that 
were aged to over 28 weeks remained diabetes-free and never exhibited glucosuria nor 
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glycemia (Table 3). The combination of the Idd2 and Idd13 loci in the 3A9 TCR:insHEL 
NOD.H2
k
 mice also significantly reduced the serum level of HEL-specific IgG autoantibodies 
(Table 3). Taken together, these data show that the combined presence of Idd2 and Idd13 loci 
in 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
 mice enhances the proportion of 3A9 DN T cells in secondary 
lymphoid organs and decreases the level of autoantibodies, as well as prevents diabetes onset.  
 
We next sought to define the biological process related to the increase in DN T cell proportion 
which is mediated by the combination of the Idd2 and Idd13 congenic intervals. We queried 
the DAVID bioinformatics database based on the gene list from the Idd2 and Idd13 loci. The 
Idd2 and Idd13 gene lists independently revealed nine and five biological processes 
respectively, while eleven biological processes were identified by the combination of the two 
gene lists (Table 4). Using the combined Idd2 and Idd13 gene lists obtained by the DAVID 
analysis, we next independently queried the STRING database for each of these eleven 
biological processes. We selectively considered associations from genes in Idd2 and Idd13 
that showed a confidence score above 0.7 for the given biological process (Table 5). We find 
strong interactions between genes in all biological processes, except for lipid transport where 
the four links between genes from Idd2 and Idd13 all presented with a confidence below 0.7. 
Based on this observation we decided to further restrict our attention to biological processes 
where a confidence score above 0.7 was given to most of the gene interactions (i.e. more than 
50% of the interactions). Out of the eleven biological processes, only three fit these criteria, 
namely phospholipid catabolism, T cell and cell cycle (Table 5, highlighted in grey).  
 
The DAVID analysis grouped 7 genes from the Idd2 locus and 28 genes from the Idd13 locus 
under phospholipid catabolism. STRING revealed that only two genes from the Idd2 locus, 
namely Arhgef12 and Pafah1b2 were associated with genes from the Idd13 locus (Figure 6a). 
Accordingly, Arhgef12 was linked to Adra1d while Pafah1b2 was linked to four genes of the 
Pla2g4 family, specifically Pla2g4b, Pla2g4d, Pla2g4e, and Pla2g4f. Based on ImmGen, 
Arhgef12 is strongly expressed in germinal center B cells and Pafah1b2 is expressed in many 
immune cell populations (immgen.org). However, neither Adra1d nor any of the four Pla2g4 
 
106 
genes from the Idd13 locus are expressed in hematopoietic cells (immgen.org). As we have 
previously shown that DN T cell proportion is regulated at least in part by hematopoietic-
intrinsic factors (Dugas et al. 2014), it is unclear how the Arhgef12 and Pafah1b2 genes from 
the Idd2 locus interact with Adra1d or any of the four Pla2g4 genes from the Idd13 locus to 
influence the proportion of DN T cells, as none of the potentially interacting genes in Idd13 
are expressed in the hematopoietic system.   
 
The T cell biological process showed interactions between genes from the CD3 complex 
encoded in the Idd2 locus and B2m from the Idd13 locus (Figure 6b). This interaction stems 
from the antigen presentation of peptides to CD8
+
 T cells, where the chains of the CD3 
complex are necessary for TCR expression which recognizes peptides in the context of MHC 
class I molecules that are associated with β2m. However, we have previously demonstrated 
that B2m deficiency does not decrease the proportion of 3A9 DN T cells in both the spleen and 
lymph nodes of 3A9 TCR transgenic mice, as shown in B2m-deficient mice from both B10.BR 
and NOD.H2
k
 genetic backgrounds (Dugas et al. 2014). The T cell biological process is thus 
unlikely to explain the additive interaction between Idd2 and Idd13 loci in defining the 
proportion of DN T cells. 
 
Finally, STRING analysis of the cell cycle progression reveals multiple relevant interactions 
between genes from the Idd2 and Idd13 loci (Figure 6c). For one, Chek1 in Idd2 partners with 
Rad51, Mcm8 and Cdc25b in Idd13 to regulate cell cycle progression (Kramer et al. 2004; 
Lutzmann et al. 2012; Patil et al. 2013; Sorensen et al. 2005). In addition, Zw10 in Idd2 and 
Bub1, Bub1b and Casc5 in Idd13 all localize to the kinetochore and facilitate mitotic 
progression (Anderson et al. 2002; Genin et al. 2012; Taylor and McKeon 1997; Vallee et al. 
2006; Varma et al. 2006). Importantly, all of these genes are ubiquitously expressed.  
 
To determine if cell cycle progression is possibly impaired in NOD.H2
k
 and could therefore 
define DN T cell number, we performed cell cycle analysis using propidium iodide staining in 




-Idd2/13 mice. A greater proportion 
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of cells from NOD.H2
k
 mice were actively engaged in S-phase (Figure 7a). Interestingly, cells 
from NOD.H2
k
-Idd2/13 mice exhibited a comparable cell cycle profile to that of B10.BR mice 
with a similar proportion of cells in S-phase (Figure 7a). This finding suggests that the Idd2 
and Idd13 loci on the NOD.H2
k
 background are sufficient to modulate the proportion of cells 
in S-phase. We confirm that this is not a particularity of the MHC haplotype, as we find that 
spleen cells from NOD mice also have a higher proportion of cells in S-phase relative to those 
from C57BL/6 mice (Figure 7b). More importantly, we find that, among T cell subsets, the 
impact of the Idd2 and Idd13 loci on proliferation is specific to DN T cells (Figure 7c). 




-Idd2/13 mice, we 




 T cells that express Ki-67. However, a lower 
proportion of DN T cells from NOD.H2
k
-Idd2/13 mice stained positive for Ki-67 relative to 
DN T cells from NOD.H2
k
 mice (Figure 7c). As for S-phase measurements, the fraction of Ki-
67
+
 DN T cells from NOD.H2
k
-Idd2/13 mice is comparable to that of B10.BR mice. 
Altogether, these data suggest that the low proportion of DN T cells in the NOD background is 
influenced by allelic variants of genes encoded within the Idd2 and Idd13 loci, which together 
influence the cell cycle of immunoregulatory DN T cells. 
 
Progression of DN T cells through the cell cycle is influenced by Idd2 and Idd13. Of the 
candidate genes encoded within Idd13, our attention turned to Rad51, as inhibition of RAD51 
has recently been shown to inhibit diabetes development (Ratiu et al. 2017). RAD51 is a 
recombinase involved in DNA repair, an essential step to allow efficient progression through 
the cell cycle. RAD51 acts downstream of -H2AX and CHEK1, both of which are encoded 
within Idd2. Interestingly, we found that RAD51, but not -H2AX, was expressed more 
abundantly in spleen cells from NOD.H2
k
 mice relative to B10.BR mice (Figure 8 and data not 
shown). We also found that NOD.H2
k
 mice carrying either the Idd2 or the Idd13 locus both 
showed a reduction in RAD51 expression, which was not enhanced in NOD.H2
k
-Idd2/13 mice 
(Figure 8). This result suggests that polymorphisms within the Idd13 locus, which encodes for 
Rad51, effectively modulate RAD51 expression. Importantly, it also suggests that 
polymorphisms in the Idd2 locus, likely in either H2afx or Chek1, also impact RAD51 
expression. Yet, the polymorphism in both Idd2 and Idd13 did not cooperate to restore RAD51 
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expression to the levels observed in B10.BR mice, suggesting that although Idd2 and Idd13 





We have previously shown that autoimmune diabetes susceptibility is associated with 
decreased DN T cell proportion (Collin et al. 2014; Dugas et al. 2010). In order to identify the 
genetic determinants defining DN T cell number, we used a linkage analysis approach and 
congenic strain validation and demonstrated that DN T cell proportion is influenced by Idd2 
and Idd13 (Collin et al. 2014; Dugas et al. 2014). However, as the contribution of each locus 
was modest, we sought to investigate the interactions between the genetic determinants 
encoded within Idd2 and Idd13 loci and how they cooperate to define DN T cell numbers. 
Here, we analyzed our linkage analysis data (Collin et al. 2014) and revealed that F2 mice 
bearing homozygous B10.BR alleles at both the Idd2 and Idd13 loci exhibit a significant 
increase in DN T cell proportion when compared to mice bearing homozygous NOD alleles at 
either or both loci. In addition, we show that Idd2 and Idd13 together increase the proportion 
of DN T cells in both 3A9 TCR and 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
 mice. Moreover, in a cohort 
of 9 female mice, none of the 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 mice develop autoimmune 
diabetes. Together, these data suggest an additive effect of the mouse Idd2 and Idd13 loci in 
the restoration of DN T cells, a trait associated with autoimmune diabetes resistance. Lastly, 
we demonstrated that cell cycle and DN T cell proliferation is regulated by the Idd2 and Idd13 
loci. Together with our bioinformatics analysis, this suggests that cell cycle progression, by 
modulating RAD51 expression, is likely contributing to defining the proportion of DN T cells 
in secondary lymphoid organs.  
 
Of interest, RAD51 has recently been linked to type 1 diabetes (Ratiu et al. 2017). In this 
study, they find that inhibiting RAD51 protects from diabetes development by enhancing the 
proportion of immunoregulatory B cells. Notably, DN T cells are able to eliminate B cells and 
in vivo injection of DN T cells leads to a decrease in autoantibody levels (Dugas et al. 2010; 
Hillhouse et al. 2010; Ma et al. 2008). It is thus tempting to suggest that inhibiting RAD51 
leads to a specific increase in DN T cells which would eliminate autoantibody-producing B 
cells, thereby resulting in a proportional increase in immunoregulatory B cells, altogether 
preventing autoimmune diabetes onset. Alternatively, as we have shown that RAD51 is 
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generally increased in the spleen of NOD mice, inhibiting RAD51 may independently affect 
many cell types, all actively participating in the induction or maintenance of immune 
tolerance.  
 
Identifying the molecular pathways that influence the size of the DN T cell pool in peripheral 
lymphoid organs is of interest as it will facilitate the identification of molecular targets that 
regulate DN T cell numbers. During our analysis of DAVID and STRING bioinformatics 
databases exploiting the Idd2 and Idd13 gene lists, we were able to limit our focus on three 
biological processes mediated by strong interactions of genes within the two loci, namely 
phospholipid catabolism, T cell biology and cell cycle progression. However, concerning 
phospholipid catabolism, the five genes located within the Idd13 locus that were found to 
interact with genes from the Idd2 locus, specifically Adra1d, Pla2g4b, Pla2g4d, Pla2g4e, and 
Pla2g4f, are not expressed in hematopoietic cells (immgen.org). As we have previously shown 
that DN T cell proportion is regulated at least in part by hematopoietic-intrinsic factors (Dugas 
et al. 2014), we found it unlikely that the phospholipid catabolism is the biological process 
influencing DN T cell numbers. Likewise, the T cell biological process was highlighted by 
interactions between genes from the CD3 complex encoded in the Idd2 locus and B2m from 
the Idd13 locus, where we have previously shown that B2m-deficiency does not influence 3A9 
DN T cell proportion in secondary lymphoid organs (Dugas et al. 2014). Therefore, the T cell 
biological process is not likely influencing DN T cell numbers. As a result, we shifted our 
focus to the third biological process highlighted by our bioinformatics analyses, cell cycle. 
The STRING analysis of the cell cycle progression revealed several relevant interactions 
between genes from the Idd2 and Idd13 loci, with various genes of interest being ubiquitously 
expressed. We further validate that cell cycle and proliferation is regulated by the Idd2 and 
Idd13 loci as a greater proportion of lymphocytes from NOD.H2
k
 mice are in S-phase. 
Moreover, the proportion of Ki-67
+
 DN T cells is also increased in NOD.H2
k
 mice in 
comparison to both B10.BR and NOD.H2
k
-Idd2/13 mice. The greater proportion of 
proliferating DN T cells in NOD.H2
k
 mice, which exhibit a lower proportion of DN T cells in 
lymphoid organs, relative to NOD.H2
k
-Idd2/13 mice is counterintuitive. However, the 
increased proportion of cells in S-phase may suggest a block in cell cycle progression, 
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yielding lower numbers of DN T cells. Altogether, our data thus suggest that DN T cell 
proportion is influenced by allelic variants of genes encoded within the Idd2 and Idd13 loci, 
which together influence cell cycle progression. 
 
The cell cycle consists of a series of sequential phases, specifically the G0/G1, S, G2, and M 
(mitosis) phases, leading to cell division. During the cell cycle, multiple checkpoints are 
encountered prior to entry into the subsequent phase, which provides an important surveillance 
mechanism for faithful replication and division of cells (Elledge 1996). The STRING analysis 
of the cell cycle progression revealed that Chek1 in Idd2 partners with Rad51, Mcm8 and 
Cdc25b from the Idd13 locus. Indeed, each of these four genes play an important role during 
S-phase by controlling DNA replication and the DNA damage response to replicative stress. 
For instance, the DNA helicase MCM8 is a significant player in the elongation phase of DNA 
replication (Maiorano et al. 2005), it promotes RAD51 recruitment to DNA damage sites and 
it facilitates homologous recombination-mediated repair of DNA double-strand breaks  (Park 
et al. 2013). As RAD51 is central in replication fork progression (Berti and Vindigni 2016), 
MCM8 may participate in this pathway during S-phase. In addition to MCM8, Cdc25b, which 
encodes a phosphatase that is essential for cell cycle transition by promoting the 
dephosphorylation of key substrates (Lammer et al. 1998), is also a key player during S-phase. 
For instance, down-regulation of Cdc25 mRNA levels in HeLa cells delays S-phase and leads 
to a proliferation defect (Garner-Hamrick and Fisher 1998). Furthermore, CDC25B has been 
involved in centrosome duplication, a process that is initiated in S-phase  (Boutros et al. 2007). 
Interestingly, unscheduled expression of CDC25B during DNA replication has been linked to 
replicative stress and the formation of DNA lesions (Bugler et al. 2010). In this regard, 
CHEK1 also plays a dual role during DNA replication. Indeed, CHEK1 is linked to fork 
progression during S-phase by controlling the initiation of DNA replication  (Petermann et al. 
2010), and is also critical in the response to single-stranded DNA lesions by phosphorylating 
key substrates, including the CDC25 phosphatases, and promoting the activation of DNA 
damage checkpoints (Patil et al. 2013). Interestingly, the conditional deletion, knockdown or 
inhibition of Chek1 is associated with an accumulation of cells in S-phase cells as well as 
increased cell death (Lam et al. 2004; Sorensen et al. 2005), which mirrors our observations 
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for DN T cells from mice exhibiting NOD alleles for Idd2 and Idd13. Indeed, our findings 
suggest that the Idd2 and Idd13 loci regulate the proportion of cells accumulating in S-phase 
and of Ki-67
+
 DN T cells. Moreover, we find that NOD.H2
k
 mice carry fewer DN T cells than 
both B10.BR and NOD.H2
k
-Idd2/13 mice in the transgenic setting and that this difference in 
number may be regulated, at least in part, by apoptosis (Hillhouse et al. 2010). Interestingly, 
CHEK1 phosphorylates RAD51 at serine-309 and recruits it to DNA repair foci in order to 
promote homologous recombination repair and cell survival (Sorensen et al. 2005). The fact 
that we observe increased RAD51 levels in the NOD.H2
k
 mice and that RAD51 is central 
during S-phase argues for a model where dysregulation of RAD51 levels impairs progression 
of DN T cells through S-phase resulting in a block in their cell cycle progression. 
Consequently, these results suggests that potential genetic polymorphisms influencing the 
interactions between genes encoded within Idd2, such as Chek1, and those encoded within 
Idd13, such as Rad51, Mcm8 and Cdc25b, modulate DN T cell number.  
 
In summary, our data clearly demonstrates an interaction between the Idd2 and Idd13 loci in 
determining the number of DN T cells in secondary lymphoid organs, where DN T cell 
proportion and number is increased in the 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
-Idd2/13 mice relative 
to both single congenic mice and to 3A9 TCR:insHEL NOD.H2
k
. Our findings also suggest 
that the S-phase is likely contributing to defining the proportion of DN T cells in secondary 
lymphoid organs. Although cell cycle progression was the biological process that we 
identified through our bioinformatics approach, we cannot exclude that other pathways 
contribute to defining the proportion of DN T cells in secondary lymphoid organs. Further 
investigation of NOD.H2
k
-Idd2/13 double congenic mice may reveal other relevant pathways 
as a target for potentiating the number of immunoregulatory DN T cells, which may be of 
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Figure 1 : Interactions between chromosome 2 and chromosome 9 in determining 3A9 
DN T cell proportion in 3A9 TCR F2 mice. A) The proportion of 3A9 DN T cells in the skin 
draining lymph nodes of 3A9 TCR F2 mice is represented based on their genotype on 
chromosome 2 at rs6193859 (x axis) and chromosome 9 at D9Mit232 (colored circles). N/N 
=homozygous NOD.H2
k 
alleles, B/N=heterozygous alleles, B/B = B10.BR homozygous 
alleles. Black circles: homozygous B10.BR alleles at D9Mit232, grey circles: heterozygous 
alleles at D9Mit232, white circles: homozygous NOD.H2
k 
alleles at D9Mit232. Mean ± SEM 
are represented. B) Schematic representation of mouse chromosome 2 and chromosome 9 
from NOD.H2
k
-Idd2/13 congenic mice. The delimitation of the congenic interval as defined 
by Illumina medium density or PCR reaction. B10 alleles are shown in black, NOD alleles in 
white and alleles of undetermined origin in grey. The markers are positioned according to 




Figure 2 : The Idd2 and Idd13 loci cooperate to define the proportion of 3A9 DN T cells 
in lymph nodes. The proportion of 3A9 DN T cells is shown for 3A9 TCR and 3A9 
TCR:insHEL transgenic mice in the spleen (A) and the lymph nodes (B). Each dot represents 
data from one mouse. Mean ± SEM are shown. p value * < 0.05, ** <0.01, *** <0.001 






Figure 3 : The Idd2 and Idd13 loci cooperate to define the absolute number of 3A9 DN T 
cells in lymph nodes. The absolute number of 3A9 DN T cells is shown for 3A9 TCR and 
3A9 TCR:insHEL transgenic mice in the spleen (A) and the lymph nodes (B). Each dot 
represents data from one mouse. Mean ± SEM are shown. p value * < 0.05, ** <0.01, *** 






Figure 4: The impact of Idd2 and Idd13 loci on the proportion and number of 3A9 DN T 
cells in secondary lymphoid organs in not due to increased thymic differentiation. The 
proportion (A) and absolute number (B) of 3A9 DN T cells in the thymus is shown for 3A9 
TCR and 3A9 TCR:insHEL transgenic mice. Each dot represents data from one mouse. Mean 
± SEM are shown. p value * < 0.05, ** <0.01 according to one way ANOVA with Bonferonni 







Figure 5: Insulitis is not affected by the combination of Idd2 and Idd13 loci in 3A9 
TCR:insHEL mice. The degree of islet infiltration is shown for euglycemic male and female 
mice of 8-14 weeks old. B10.BR (n=5), NOD.H2
k
 ( n=4) and NOD.H2
k




Figure 6 :  STRING analysis of gene lists grouped under biological pathways revealed by 
DAVID. A) Phospholipid catabolic process, B) T cells and C) cell cycle progression, showing 





Figure 7 :  Allelic variants in Idd2 and Idd13 influence cell cycle. Total spleen cells were 
stained with propidium iodide and the percentage of cells in S-phase was quantified by flow 




-Idd2/13 mice (n=5) and (B) C57BL/6 
(B6) and NOD mice (n=7). Mean ± SEM are shown. C) Spleen cells from B10.BR and 
NOD.H2
k
-Idd2/13 mice were stained with antibodies to CD3, CD4, CD8 and Ki-67. The 
percentage of Ki-67
+






















) T cells. n=5. Mean ± SEM are shown. Student T test, p 





Figure 8 : RAD51 expression is modulated by polymorphisms on both Idd2 and Idd13. 
On representative Western blot (A) and data compilation (B) of relative RAD51 protein levels 













Table 1 : 3A9 DN T cell proportion in the lymph nodes of 3A9 TCR F2 mice based on 
homozygous genotypes at one or both loci, specifically at rs6193859 encoded within Idd13 















Idd13 ; Idd2 Mean ± SEM 
 
Idd13 ; Idd2 Mean ± SEM p value 
N/N ; N/N 11.82 ± 2.05 vs B/B ; N/N 13.60 ± 1.10 1.00 
N/N ; N/N 11.82 ± 2.05 vs N/N ; B/B 13.65 ± 1.36 1.00 
N/N ; N/N 11.82 ± 2.05 vs B/B ; B/B 19.34 ± 1.42 0.011 
B/B ; N/N 13.60 ± 1.10 vs N/N ; B/B 13.65 ± 1.36 1.00 
B/B ; N/N 13.60 ± 1.10 vs B/B ; B/B 19.34 ± 1.42 0.039 
N/N ; B/B 13.65 ± 1.36 vs B/B ; B/B 19.34 ± 1.42 0.033 
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Table 2 : Proportion of 3A9 CD4
+
 and 3A9 CD8
+
 T cells in the spleen and lymph nodes of 
3A9 TCR and 3A9 TCR:insHEL mice in each strain, as indicated. Mean ± SD from at least 
four mice per group is shown. 
 
  







% 3A9 CD8 T 
cells 
% 3A9 CD4 T 
cells 







B10.BR 4.43 ± 3.20 1.22 ± 0.52 0.21 ± 0.08 0.12 ± 0.07 
NOD.H2
k
 5.91 ± 3.27 0.79 ± 0.18 1.47 ± 0.98 0.16 ± 0.04 
NOD.Idd13 6.62 ± 2.26 1.6 ± 0.47 1.82 ± 1.26 0.48 ± 0.08 
NOD.Idd2 6.58 ± 4.59 1.54 ±  0.52 1.61 ± 2.9 0.5 ± 0.28 
NOD.Idd2-
Idd13 











B10.BR 9.52 ± 5.68 4.04 ± 1.72 0.24 ± 0.12 0.53 ± 0.33 
NOD.H2
k
 15.15 ± 6.18 2.78 ± 0.69 2.72 ± 2.56 0.86 ± 0.38 
NOD.Idd13 17.24 ± 6.44 5.85 ± 1.65 2.69 ± 2.07 1.83 ± 0.68 
NOD.Idd2 15.11 ± 7.91 5.52 ± 1.71 1.07 ± 1.3 1.44 ± 0.67 
NOD.Idd2-
Idd13 






Table 3. Serum antibodies (relative units) and diabetes incidence of 3A9 TCR:insHEL mice 
from the different strains.  
B10.BR NOD.H2K NOD.H2K-Idd2/Idd13 
Levels of Total IgG 15.85  4.06 10.34  2.20 7.80  2.35 
Levels of IgG anti-HEL 0.45    0.45 3.12    0.90 1.49  0.41 
Levels  of IgG1 anti-HEL 0.15    0.12 0.57    0.18 0.23  0.07 
Diabetes incidence (%) 25  1,2 60-80 1,2,3 0 
 
1 
Lesage, Goodnow, JEM (2002) 
2 
Collin et al., JI (2014) 
3 

















 Idd2 Idd13 Idd2 and Idd13 
 Cell junction and synapse Cell cycle Microtubules and cytoskeleton 
 Dendrite Intracellular organelle Cell cycle 
 DNA checkpoint Response to stress Nucleotide process 
 Glycosylation Signal process Phospholipid catabolic process 
 Immune system development Cilium formation Protease inhibitor 
 Ions transport and voltage  Carbohydrate metabolism 
 Lipid metabolic process  Ig-like domain 
 Negative regulation of motion  Lipid transport 
 Protease  Signal protein 
   T cell 




Table 5. Summary of interactions between genes in Idd2 and Idd13 loci  
 Number of gene 
interactions with > 0.7 
confidence score 
Percentage of 
interactions with > 0.7 
confidence score 
Phospholipid catabolism 5 71.4% 
T cell 2 66.7% 
Cell cycle 15 51.7% 
Carbohydrate metabolism 5 45.5% 
Microtubules and cytoskeleton 10 41.7% 
Ig-like domain 3 33.3% 
Signal protein 20 26.7% 
Protease inhibitor 2 22.2% 
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4.1 Autoimmunity and antibody affinity maturation are 
modulated by genetic variants on mouse chromosome 12 
 
Roxanne Collin, Véronique Dugas, Geneviève Chabot-Roy, David Salem, Astrid 
Zahn, Javier M. Di Noia, Joyce Rauch, Sylvie Lesage 
 
Cet article a été publié dans Journal of Autoimmunity Vol 58: 90-99 (2015)  
Dans le contexte de la présente thèse, des données non-publiées liées à cet article (présentées 
en Annexe 1)  montrent que le locus du chromosome 12 ne régule pas la proportion de cellules 
DN T, et ajoutent un élément de réponse à l’objectif 1. En dépit de l’absence de différence 
dans la modulation de la proportion de DN T dans les souris congéniques, des éléments de 
prédisposition génétique à l’autoimmunité ont été révélés. Puisque l’intervalle génétique est 
très court, et composé de gènes dont le rôle dans la modulation des anticorps est inconnu, ces 
travaux jettent une base pour l’identification de nouveaux processus contrôlant la maturation 
de l’affinité des anticorps et la production d’auto-anticorps. 
À l’exception des manipulations techniques concernant les ELISA anti-ADN, tous les résultats 
présentés proviennent d’expériences que j’ai réalisées. J’ai effectué l’ensemble des analyses et 
généré la totalité des figures, ainsi que la première version du manuscrit. La conception du 
manuscrit, ainsi que la réponse aux demandes de révision ont été faits conjointement avec Dre 
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Autoimmune diseases result from a break in immune tolerance leading to an attack on self-
antigens. Autoantibody levels serve as a predictive tool for the early diagnosis of many 
autoimmune diseases, including type 1 diabetes. We find that a genetic locus on mouse 
chromosome 12 influences the affinity maturation of antibodies as well as autoantibody 
production. Thus, we generated a NOD.H2
k
 congenic strain bearing B10 alleles at the locus 
comprised within the D12Mit184 and D12Mit12 markers, which we named NOD.H2
k
-Chr12. 
We determined the biological relevance of the Chr12 locus on the autoimmune process using 
an antigen-specific TCR transgenic autoimmune mouse model. Specifically, the 3A9 TCR 
transgene, which recognizes a peptide from hen egg lysozyme (HEL) in the context of I-A
k
, 
and the HEL transgene, which is expressed under the rat-insulin promoter (iHEL), were bred 
into the NOD.H2
k
-Chr12 congenic strain. In the resulting 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
-Chr12 
mice, we observed a significant decrease in diabetes incidence as well as a decrease in both 
the quantity and affinity of HEL-specific IgG autoantibodies relative to 3A9 TCR:iHEL 
NOD.H2
k
 mice. Notably, the decrease in autoantibodies due to the Chr12 locus was not 
restricted to the TCR transgenic model, as it was also observed in the non-transgenic 
NOD.H2
k
 setting. Of importance, antibody affinity maturation upon immunization and re-
challenge was also impeded in NOD.H2
k
-Chr12 congenic mice relative to NOD.H2
k
 mice. 
Together, these results demonstrate that a genetic variant(s) present within the Chr12 locus 
plays a global role in modulating antibody affinity maturation. 
 
Keywords : autoantibodies, affinity maturation, NOD congenic mice, transgenic model, 
autoimmune diabetes, systemic lupus erythematosus.   
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4.2  Introduction 
 
Autoimmune diabetes results from the immune-mediated destruction of the insulin-secreting 
beta cells present within the pancreatic islets. Interestingly, molecular pathways associated 
with diabetes susceptibility are concordant between humans, the NOD mouse and the BB rat, 
which all spontaneously develop autoimmune diabetes [1-3]. In particular, the NOD mouse 
has been a key tool to investigate the aetiology as well as the genetic susceptibility of type 1 
diabetes, revealing an interesting parallel with susceptibility to type 1 diabetes in humans [1, 
4-8]. Consequently, validation of linkage studies for type 1 diabetes susceptibility has been 
performed in NOD congenic strains [6]. One notable advantage provided by the generation of 
the congenic lines and sublines is that it allows for significant restriction of the list of 
candidate genes associated with autoimmune disease susceptibility. 
 
To explore defects in antigen-specific immune tolerance, we exploit the 3A9 TCR transgenic 
system, in which the TCR recognizes a peptide from hen egg lysozyme (HEL) in the context 
of I-A
k 
[9-17]. Both the HEL transgene, which is expressed under the rat-insulin promoter 
(iHEL) and the 3A9 TCR transgene were initially backcrossed to two different genetic 
backgrounds, namely B10.BR and NOD.H2
k
. Diabetes-resistant B10.BR mice are C57BL/10 
mice that are congenic for the same H2
k
 MHC locus as NOD.H2
k 
mice [10, 18]. Expectedly, 
the incidence of diabetes is relatively low in 3A9 TCR:iHEL B10.BR mice, which carry the 
B10.BR diabetes resistant genetic background. Although non-transgenic NOD.H2
k 
mice do 
not spontaneously develop diabetes [19], they carry all other non-MHC susceptibility loci, 
such that a high proportion of 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k 
mice develop diabetes [10]. 
Therefore, this model can be used to unravel antigen-specific modes of immune tolerance as 
well as to define non-MHC susceptibility loci linked to autoimmune diabetes susceptibility. 
 
Serum insulin autoantibody levels are associated with autoimmune diabetes susceptibility and 
they serve as a predictive value for the onset of diabetes in both humans and mice [20-23]. 
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Interestingly, there is growing evidence that autoantibodies are not simply bystanders in the 
disease process. Indeed, maternally transmitted autoantibodies contribute to diabetes onset in 
NOD offspring [24, 25]. Similarly, maternally-derived anti-HEL antibodies contribute to the 
autoimmune diabetes pathology observed in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 mouse model [26]. 
These autoantibodies most likely arise as a consequence of a break in immune tolerance 
conferred by the NOD genetic background, as neither the C57BL/6 nor the 3A9 TCR:iHEL 
B10.BR diabetes-resistant strains present with islet-specific pathogenic autoantibodies [10, 
27]. Together these data suggest a role for genetically controlled autoantibody levels in the 
predisposition to autoimmune diabetes.  
 
The genetic regulation of autoantibody production has been studied in the context of other 
diseases, namely in systemic lupus erythematosus (SLE). For instance, a genetic cross 
between NZW, NZB and BALB/c strains, where the NZW strain is prone to SLE, 
demonstrated that the Nbwa1 quantitative trait locus (QTL) on mouse chromosome 12 is 
linked to high levels of anti-nuclear autoantibodies [28]. Interestingly, autoimmune diabetes 
and SLE share genetic susceptibility [29]. Furthermore, the NOD mouse not only develops 
insulin autoantibodies [20, 30] but also develop antinuclear antibodies along with other tissue-
specific autoantibodies [27, 31]. In association with their prominent autoimmune-prone nature, 
NOD mice appear to exhibit a general propensity for producing autoantibodies. 
 
In this study, we determine the effect of genetic modulation on antigen-specific autoantibody 
production in H2
k
 mice using both the 3A9 TCR:iHEL mouse model of antigen-specific 
autoimmune diabetes and non-TCR transgenic mice. Particularly, we develop a congenic 
strain to define the impact of the B10.BR locus on mouse chromosome 12 (Chr12), which 
coincides with the Nbwa1 locus. We find that, in addition to conferring partial diabetes 
resistance in the 3A9 TCR:iHEL NOD.H2
k
 model, this locus regulates the affinity maturation 
of antibodies as well as autoantibody production. 
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4.3 Material and methods 
Mice  
3A9 TCR transgenic and iHEL transgenic mice, where HEL is expressed under the rat insulin 
promoter, on B10.BR and NOD.H2
k
 (hereafter denoted as NOD
k
) backgrounds have been 
previously described [10]. The congenic strains were obtained by backcrossing B10.BR mice 
to the 3A9 TCR NOD
k
 parental strain for eight generations, maintaining mice heterozygous 
for the B10.BR allele at the D12Mit184 marker. The iHEL transgene was introduced at the 
fifth backcross. At the eighth backcross, mice were maintained by brother-sister mating. Fine-
mapping by PCR reaction allowed us to determine that the final congenic interval of B10 
origin is located between the markers D12Mit184 and D12Mit12. All NOD
k
.B10-(D12Mit184-
D12Mit12) congenic mice, hereafter named NOD
k
-Chr12, were used after the eighth 
generation backcross. An illumina low-density linkage, serviced through the Center for 
Applied Genomics at the Hospital for Sick Children, showed the absence of B10 
contamination outside the Chr12 interval. All of the mouse strains were maintained at the 
Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility (Montreal, Canada). The 
Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the Canadian Council for 
Animal Protection approved the experimental procedures. 
 
Diabetes incidence study 
Female 3A9 TCR:iHEL mice were monitored daily for overt signs of diabetes (wet cage, 
hunched posture) and every two weeks for urine glucose levels using Diastix (Bayer, Toronto, 
Ontario, Canada) starting at 8 to 12 weeks of age. After two successive positive Diastix tests, 
overt diabetes was confirmed by blood glucose levels higher than 17 mmol/L. The age of 
diabetes onset is set at the first detection of elevated urine glucose levels. The mice were 
sacrificed within one week of detection of high blood glucose or when they reached more than 
34 weeks of age. At culling, tail DNA was collected to verify the genotype of the mouse. The 
serum was collected. The pancreas was conserved in formalin for at least 48 hours at room 
temperature before being sent for paraffin inclusion. The 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 female mice 
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included in the diabetes incidence study are littermate controls from 3A9 TCR:iHEL congenic 
mice that carried homozygous NOD alleles at the Chr12 locus. 
 
Histology 
H&E staining was performed on 5 to 7 µm sections of pancreas cut from paraffin blocks. One 
histology slide per mouse, containing 1 to 3 non-successive cuts per slide were scored for 
infiltration as previously described [32], and according to the following scale: 0 = no 
infiltration, 1 = peri-insulitis, 2 = infiltration <50%, 3 = infiltration > 50%, 4=complete 
infiltration.  
 
Anti-HEL, anti-OVA and total Ig ELISA 
Total IgG and total IgM antibodies were measured by ELISA according to the manufacturer’s 
protocol (Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX, USA). Serum anti-HEL or anti-OVA 
IgG, IgM, IgG1 and IgG2c levels were measured by ELISA on Nunc Maxisorp plates (Thermo 
Fisher Scientific) coated with 100 µg/ml of OVA or HEL protein prepared in NaHCO3 at pH 
9.5. Following incubation with serial dilutions of serum, plates were washed and incubated 
with goat anti-mouse IgG-HRP (Biolegend, clone poly4053), goat anti-mouse IgM-HRP 
(VWR), goat anti-mouse IgG2c-HRP (Southern Biotech) or with rat anti-mouse IgG1-biotin 
(Biolegend, clone RMG1-1) followed by avidin-HRP (Biolegend). Plates were developed with 
3,3',5,5' – tetramethylbenzidine (TMB) substrate and read at 450nm. A reference pool of sera 
from diabetic and non-diabetic TCR:iHEL mice was set to contain 1 arbitrary unit in anti-HEL 
antibody level, and a pool of non-transgenic mice immunized with OVA was set to contain 1 
arbitrary unit in anti-OVA antibody level. Note that IgG2c levels were quantified as NOD mice 







Sodium thiocyanate (NaSCN) displacement ELISA was performed [34]. Briefly, serum 
samples were diluted at similar concentrations, based on standard ELISA results.  Serum 
dilutions were incubated overnight in a HEL- or OVA-coated plate. Plates were washed and 
increasing concentrations of NaSCN were added (0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2, 2.5, 3, 3.5, 4, and 
5 M) and incubated for 10 minutes at room temperature. Plates were washed, blocked with 
0.1% gelatin and incubated with rat anti-mouse IgG1-biotin (Biolegend, clone RMG1-1) 
followed by avidin-HRP (Biolegend). Plates were developed with 2,2’–Azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) and read at 405nm. Assays were performed in 
duplicate. Relative affinity value was calculated as follows : the delta value of percent 
antibody bound between two NaSCN concentrations was multiplied by the highest molar 
concentration of the NaSCN washing, except for the 5 M NaSCN washing which was 
multiplied by 6. The sum of all these products is the RAV and provides a quantitative measure 
of the overall affinity of the response for the Ag considered [34]. 
 
Immunizations  
Non-TCR transgenic mice of 9-17 weeks of age were immunized i.p. with an emulsion of 50 
µg OVA (Sigma) in CFA (Sigma) at day 0 and with an emulsion of 50µg OVA in IFA (Sigma) 
after 35 days (D35). Mice were sacrificed 8 days after restimulation (D35+8). Serum was 
collected at day 35 and day 8 after restimulation. 
 
Anti-dsDNA, anti-Ro/SS-A and anti-La/SS-B ELISA  
Antibodies to double-stranded DNA (dsDNA), anti-Ro/SS-A and anti-La/SS-B were measured 
by ELISA as described previously [35]. Immulon 2 HB plates (Thermo Scientific, Waltham, 
MA) were coated with 50 l/well of Escherichia coli DNA (Worthington Biochemical, 
Lakewood, NJ) (10 g/ml); Ro60/SS-A (Immunovision, Springdale, AR) (10.42 Units/ml; 
4 mg/ml); or La/SS-B (Immunovision, Springdale, AR) (10.42 Units/ml; 1.3 mg/ml) in 0.01 M 
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phosphate-buffered saline, pH 7.3, containing 0.02% azide (PBS-azide), and dried for 16 
hours at 37C. Coated plates were blocked with PBS-azide containing 0.5% gelatin and 10% 
FBS for two hours at 4C, and washed three times with 0.01 M Tris-buffered saline, pH 7.4 
(TBS). Murine sera were diluted at 1/50 (unless stated otherwise) in PBS-azide containing 
0.3% gelatin and 10% FBS, and were incubated in duplicate coated wells for three hours at 
25C. Following three washes with TBS, alkaline phosphatase-conjugated goat anti-mouse 
IgG (Southern Biotech, Birmingham, AL) diluted 1/1000 in PBS-azide containing 0.4 % 
bovine serum albumin was added and incubated for 16 hours at 4°C. Plates were then washed 
with TBS, developed with p-nitrophenol phosphate (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO), and the 
optical density at 405 nm (OD405) read using an ELISA reader (Bio-Tek Instruments Inc., 
Winooski, VT). Positive controls included serum from an MRL-lpr/lpr mouse (9-10 weeks 
old) and serum from a C57BL/6 mouse (B1) immunized with β2-glycoprotein I and 




Data for the various experiments were tested for significance using a non-parametric Mann–
Whitney U test with a minimal threshold of 0.05.  
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4.4 Results  
4.4.1 A locus on mouse chromosome 12 impacts diabetes incidence 
To investigate the contribution of a proximal locus on chromosome 12 at defining 
autoantibody production, we generated NOD
k
 congenic mice bearing B10 alleles overlapping 
the Nbwa1 QTL (Figure 1). Fine-mapping at the eighth backcross positioned the Chr12 
congenic segment between the D12Mit184 and D12Mit12 markers, where NOD
k
-Chr12 
congenic mice were homozygous for B10.BR alleles for both the D12Mit184 and D12Mit12 
markers and bore homozygous NOD alleles at both the D12Mit170 and D12Mit185 markers 
(Figure 1). The resulting NOD
k
-Chr12 congenic mice bearing the 3A9 TCR:iHEL transgene 
allows us to evaluate the biological role of this locus in an antigen-specific model of 
autoimmune diabetes, where autoantibodies precipitate disease onset [10, 26]. 
 
First, to assess the global impact of B10 alleles at the Chr12 interval on autoimmune diabetes, 





-Chr12 female mice (Figure 2a). As previously reported, approximately 80% 3A9 
TCR:iHEL transgenic NOD
k
 and 20% of B10.BR female mice developed diabetes [10]. 
Notably, only 43% of the 3A9 TCR:iHEL transgenic NOD
k
-Chr12 congenic mice progressed 
to overt diabetes. This result suggests that B10 alleles within the Ch12 congenic interval 
confer partial resistance to autoimmune diabetes, relative to the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice.  
 
In the 3A9 TCR:iHEL transgenic mouse model, insulitis is comparable between mice bearing 
either the NOD
k
 or the B10.BR background [10]. Still, genetic epistasis can often reveal 
unexpected phenotypes within congenic strains [36, 37].  We thus evaluated whether the 
decrease in diabetes incidence in the NOD
k
-Chr12 congenic mice was associated with a 
decrease in insulitis. In all three genetic backgrounds, similar levels of insulitis were observed 
(Figure 2b). However, relative to 3A9 TCR:iHEL transgenic NOD
k
 mice, there was a slight 
tendency for a lower degree of insulitis in both B10.Br and NOD
k
-Chr12 genetic backgrounds, 
both of which present with a lower incidence of diabetes. As mice were not age-matched and 
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not matched for disease progression in this analysis (the pancreas was harvested when mice 
turned diabetic or when the non-diabetic mice reached 36 weeks of age), we undertook to 
analyze a cohort of young age-matched, non-diabetic mice. Although the severity of insulitis 
was lower in this cohort, likely due to the younger age and non-diabetic status of the mice, the 
degree of insulitis was comparable between all three strains (Figure 2c). Together, these 
findings suggest that the Chr12 congenic interval impacts diabetes incidence without affecting 
the degree of insulitis nor the severity of the disease.  
 
4.4.2 Reduced autoantibody levels in congenic mice  
Autoantibodies precipitate diabetes onset in the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice [10, 26] and the 
Nbwa1 locus is linked to autoantibody production [28]. We thus next investigated whether 
serum autoantibody levels were modulated in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 mice. We 
monitored serum anti-HEL IgM antibodies in non-diabetic euglycemic 3A9 TCR:iHEL 
transgenic mice and observed no difference in the quantity of anti-HEL IgM antibodies 
between the NOD
k
-Chr12 congenic mice and their NOD
k
 littermates (respective mean of 0.58 
and 0.60) (Figure 3). Interestingly, among the three strains, euglycemic 3A9 TCR:iHEL 
B10.BR diabetes resistant mice bear the highest level of anti-HEL IgM autoantibody (Figure 
3). However, this is likely due to the increase in total IgM serum levels present in these 3A9 
TCR:iHEL B10.BR mice (Figure 3 right panels), rather than to their propensity at producing 
more IgM autoantibodies. Notably, we also tested the sera from diabetic mice and found that 
they presented with comparable anti-HEL IgM serum levels to those found in euglycemic 
mice (Figure 3). The total IgM serum levels also remained unchanged with diabetic status. 
Therefore, the Chr12 locus does not appear to influence the total serum IgM nor the HEL-
specific IgM levels, where the serum IgM levels do not correlate with diabetes incidence. 
 
The Nbwa1 locus is specifically linked to IgG autoantibody levels [28]. Moreover, we have 
previously reported that anti-HEL IgG autoantibodies are highly elevated in 3A9 TCR:iHEL 
NOD
k 
mice relative to 3A9 TCR:iHEL B10.BR mice [10]. Similar to our previous 
observations, 3A9 TCR:iHEL NOD
k 
mice present with a higher level of IgG HEL-specific, but 
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also of anti-HEL IgG1-specific, autoantibodies than 3A9 TCR:iHEL B10.BR mice (Figure 3). 
This increase in HEL-specific IgG antibodies in 3A9 TCR:iHEL NOD
k 
mice was not 
accounted for by total IgG levels, as 3A9 TCR:iHEL NOD
k 
mice had lower levels of total IgG 
serum antibodies than the B10.BR counterpart (Figure 3, right panels). More importantly, we 
found that 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice had slightly lower levels of anti-HEL 
IgG and IgG1 autoantibodies when compared with 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 littermate controls 
(Figure 3). This difference in IgG and IgG1 anti-HEL autoantibody levels was accentuated in 
diabetic mice, where the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice developed even fewer 
IgG and IgG1 anti-HEL serum autoantibodies compared to diabetic 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 
littermate controls (Figure 3, note the change in scale for non-diabetic and diabetic mice). In 
fact, anti-HEL IgG and IgG1 serum autoantibody levels were significantly increased in 
diabetic 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice compared to non-diabetic 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice 
(Table 1), whereas the diabetic status had only a very modest impact on the autoantibody 
levels in both 3A9 TCR:iHEL B10.BR and 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice 
(Table 1 and Figure 3). Importantly, total IgG levels were similar between euglycemic 3A9 
TCR:iHEL NOD
k
 mice and 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 mice (Figure 3, right panels). This 
suggests that the variation in autoantibody levels is specifically conferred by the locus on 
chromosome 12.  
 
4.4.3 Autoantibody affinity is decreased in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice  
The specific decrease in anti-HEL IgG and IgG1 autoantibody levels in 3A9 TCR:iHEL 
NOD
k
-Chr12 congenic mice relative to 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice could reflect a decrease 
in isotype switching. However, we did not observe the expected concomitant increase in anti-
HEL IgM autoantibody levels. Still, antibody isotype switching occurs in germinal centers and 
is associated with affinity maturation [38]. To determine if the affinity of the autoantibodies 
was affected by the Chr12 locus, we performed an affinity ELISA assay on anti-HEL IgG1 
autoantibodies from euglycemic and diabetic mice. Figure 4a and 4b present comparative 
antibody dissociation curves and antibody fractions of increasing affinity, respectively. The 
relative antibody affinity value is presented in panel 4c. In non-diabetic mice, we observed no 
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difference in anti-HEL IgG1 autoantibody affinity between the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 
congenic mice and the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 controls (Figure 4). However, when comparing 
the diabetic mice from the same strains, we found that the affinity of anti-HEL IgG1 
autoantibodies was decreased in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice relative to the 
NOD
k
 counterpart (Figure 4). Similar results were observed with anti-HEL IgG (not shown). 
Indeed, as for the IgG anti-HEL serum autoantibody levels, the autoantibody affinity does not 
increase with the diabetic status of 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice, whereas a 
significant increase in anti-HEL IgG1 autoantibody affinity levels is observed when 3A9 
TCR:iHEL NOD
k
 mice progress to overt diabetes (Figure 4). Together, these findings suggest 
that both isotype switching to anti-HEL IgG antibodies as well as affinity maturation is 
defined at least in part by genetic variants encoded within the Chr12 locus.  
 
4.4.4 The decrease in autoantibody levels conferred by the Chr12 locus is not limited to 
the 3A9 TCR:iHEL transgenic model  
To verify if the decrease in autoantibody levels observed in the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 
congenic model was also present in other models, we took advantage of the fact that non-
transgenic NOD mice develop anti-nuclear autoantibodies [27]. Non-transgenic NOD
k
 mice 
do not develop diabetes [19], yet they still present with autoantibodies directed against various 
antigens [39]. As the Nbwa1 locus coincides with the Chr12 locus (Figure 1) and is linked to 
anti-nuclear autoantibodies [28], we quantified anti-nuclear autoantibodies associated with 
SLE, namely anti-dsDNA, anti-Ro/SS-A and anti-La/SS-B antibodies, in the serum of non-
TCR transgenic mice. At 20 weeks of age, all NOD
k
 mice had detectable levels of anti-dsDNA 
antibodies, whereas only one NOD
k
-Chr12 congenic mice showed positivity for this 
autoantibody (Figure 5a). At 30 weeks of age, autoantibody levels had further increased such 
that the difference between NOD
k
-Chr12 congenic mice and NOD
k
 mice became statistically 
significant (Figure 5b). Unfortunately, both anti-Ro and anti-La autoantibodies were below the 
detection limit in NOD
k
 mice such that we could not detect the impact of the Chr12 locus on 
the level of these autoantibodies (data not shown). Together, these results show that the Chr12 
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locus of B10.BR origin significantly decreases the quantity of spontaneous autoantibody 
production even in a non-transgenic setting.  
4.4.5 The Chr12 locus affects antibody affinity maturation upon immunization  
We have shown that the spontaneous humoral autoantibody response to self-antigens is 
decreased in both quantity and quality in NOD
k
-Chr12 congenic mice relative to NOD
k
 mice. 
To determine whether this phenotype could be extended to humoral responses following 




-Chr12 mice with OVA and 
CFA. The mice were re-challenged with OVA and IFA after 35 days. To assess the primary 
and secondary antibody responses, we measured the quantity of OVA antigen-specific 
antibodies in the serum of the mice 35 days after the first immunization and 8 days after the 




-Chr12 mice produced the same 
quantity of OVA-specific IgM, IgG, IgG1 and IgG2c antibodies in both the primary and 
secondary responses to antigen (Figure 6).  
 
As the Chr12 locus affected the autoantibody affinity, we determined whether antibody 
affinity maturation was affected in NOD
k
-Chr12 congenic mice. At day 35 post-
immunization, anti-OVA IgG1 in NOD
k
 mice show a relatively low affinity, which increased 
significantly upon re-challenge (Figure 7). Interestingly, no affinity maturation was observed 
for anti-OVA antibodies in NOD
k
-Chr12 congenic mice upon re-challenge. Together, these 
results show that, in addition to its impact on the autoantibody responses, the Chr12 locus also 






We have generated a NOD
k
-Chr12 congenic mouse and demonstrated that the Chr12 locus 
impacts the quality of the humoral response to self-antigens in TCR transgenic and non-TCR 
transgenic mouse models. Moreover, we show that affinity maturation of induced antibodies is 
globally affected by this Chr12 locus. Finally, as autoantibodies contribute to autoimmune 
diabetes susceptibility in the 3A9 TCR:iHEL transgenic model [26], we find that the Chr12 
locus conferred resistance to autoimmune diabetes in this setting.  
 
Notably, the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice, relative to the 3A9 TCR:iHEL 
NOD
k
 mice, were partially resistant to the spontaneous occurrence of autoimmune diabetes, 
coinciding with a partial reduction in autoantibody levels. These findings highlight the 
multifactorial nature and the multigenetic aspect of the autoantibody trait. Indeed, although 
3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice present with a considerable reduction in anti-
HEL IgG1 levels, the B10.BR alleles at the Chr12 locus are not sufficient to reduce anti-HEL 
IgG1 levels below the threshold of detection, as observed in 3A9 TCR:iHEL B10.BR mice. 
Other B10.BR alleles are thus necessary to fully prevent anti-HEL IgG1 autoantibody 
production. Interestingly, while the 3A9 TCR:iHEL B10.BR mice have few, if any, anti-HEL 
IgG and IgG1 autoantibodies, they present with higher levels of anti-HEL IgM autoantibodies. 
Coincidently, C57BL/6 mice, which have a similar genetic background to B10.BR mice, also 
present with higher autoreactive IgM antibodies than NOD mice [27]. Whether these IgM 
autoantibodies contribute to the pathology of the disease has yet to be defined. 
 
3A9 TCR:iHEL B10.BR and NOD
k
-Chr12 mice present with very low levels of anti-HEL IgG 
autoantibodies relative to 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice. Yet, a considerable proportion of these 
mice still progress to overt diabetes, demonstrating that although autoantibodies contribute to 
the disease process in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
 mice [26], they are not necessary for disease 
progression in both the 3A9 TCR:iHEL B10.BR and NOD
k
-Chr12 strains. This finding again 
highlights the multifactorial nature of the autoimmune diabetes process. Indeed, autoimmune 
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diabetes is a complex genetic trait, wherein many biological parameters increase the 
susceptibility to disease, such as a decrease in Treg function, an increase in dendritic cell 
activation, a decrease in thymic selection of autoreactive T cells, and more [4, 40]. Additional 
experiments are needed to determine how 3A9 TCR:iHEL B10.BR and NOD
k
-Chr12 mice 
progress to diabetes. 
 
The Chr12 locus has not previously been associated with susceptibility to autoimmune 
diabetes. Here, we show that the 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice are partially 
resistant to autoimmune diabetes development. This suggests that the Chr12 locus defines a 
new type 1 diabetes susceptibility locus, at least in this transgenic mouse model where 
diabetes onset is dependent on autoantibody production. It would be interesting to determine 
whether the Chr12 locus is sufficient to partially prevent or delay diabetes onset in a non-
transgenic setting. To that effect, we are currently generating non-transgenic NOD-Chr12 
congenic mice bearing the H-2
g7
 MHC haplotype. 
 
The Chr12 locus coincides almost perfectly with Nbwa1, a locus linked to anti-nuclear 
autoantibody production [28]. The linkage for Nbwa1 was identified using NZW, NZB and 
BALB/c genetic crosses, but the contribution of the Nbwa1 QTL to autoantibody production 
was not validated. In support of the genetic linkage of Nbwa1 to anti-nuclear  IgG 
autoantibodies, we have shown that B10.BR alleles at the Chr12 locus on NOD
k 
mice were 
sufficient to decrease anti-dsDNA serum IgG levels. We thus validate that the B10.BR alleles 
that coincide with the Nbwa1 QTL regulate the spontaneous production of anti-dsDNA 
antibodies in a non-transgenic setting. 
 
In defining the quantity and quality of the autoantibody response, we observed that the Chr12 
locus modulated very specific aspects of the humoral autoimmune response. Indeed, the Chr12 
locus had no impact on total immunoglobulin levels or on IgM autoantibody levels. However, 
it significantly affected both the quantity and affinity of IgG autoantibodies. Isotype switching 
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to IgG and affinity maturation are two properties that are acquired by the antibodies generated 
during the germinal center response [38]. Interestingly, we have previously observed that 3A9 
TCR:iHEL NOD
k
 mice develop prominent ectopic germinal centers within pancreatic islets, 
whereas none of these structures could be observed in the islets of 3A9 TCR:iHEL B10.BR 
mice [10]. It is thus tempting to suggest that the Chr12 locus at least partially prevents 
germinal center formation in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice. In line with these 
observations, others have shown that a similar locus in BALB/c mice affects germinal center 
formation [41]. In contrast with autoantibody production, we found that the Chr12 locus 
affected affinity maturation but not antibody levels upon immunization with OVA. This may 
be due to the CFA adjuvant, which very efficiently primes the immune system to produce 
antibodies. Thus, the levels of IgG produced following the CFA immunization may be 
saturating, such that we cannot observe subtle differences conferred by the Chr12 locus. 
Alternatively, differences in the nature of the autoimmune response versus the immunization 
protocol, where antigen is respectively presented in a chronic or acute manner, may contribute 
to these distinct phenotypes. Although additional experiments are required to delineate 
between these hypotheses, we demonstrated that the Chr12 locus affected the quality of the 
antibody response, as affinity maturation was not observed in NOD
k
-Chr12 congenic mice.  
 
The Chr12 locus encodes a very short list of candidate genes (Table 2). Defining the genetic 
polymorphisms for NOD and B10.BR within the chromosome 12 interval would certainly 
allow to further restrict the list of candidate genes and could reveal non-synonymous 
polymorphisms that may affect gene function. Although the NOD genome is available through 
various databases, to our knowledge the B10.BR genome has not been sequenced. Still, one 
gene of potential interest is Itgb1bp1, an integrin-binding protein. Integrins play a crucial role 
in T and B cell adhesion processes, including in germinal center formation. It is thus tempting 
to postulate that genetic variations in Itgb1bp1 may be implicated in the humoral response and 
contribute to the phenotype observed in Chr12 congenic mice. The Chr12 locus also encodes 
transcription factors, namely E2f6, Zfp125, Tafb1 and Klf11, as well as a metallopeptidase 
Adam17, which is involved in cellular interactions. Although none of these genes have a 
defined role in germinal center formation or antibody responses, they remain relevant 
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candidate genes. Further studies investigating the expression profile of these genes in the 
immune system and their impact on spontaneous and induced antibody responses is likely to 
reveal new molecular pathways defining antibody production that may be relevant to 
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Figure 1. Delimitation of the Chr12 interval from B10.BR origin. Representation of mouse 





showing the delimitation of the congenic interval as defined by PCR reaction. B10 alleles are 
shown in black, NOD alleles in white and alleles of undetermined origin in grey. The position 






Figure 2. Decrease in diabetes incidence in 3A9 TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice 
compared to 3A9 TCR:iHEL NOD
k 
mice. A) 3A9 TCR:iHEL mice were monitored for 
diabetes onset. NOD
k,
 (white circles, n=16) B10.BR (black circles, n=8), NOD
k
-Chr12 (grey 
squares, n=7). B) Compilation of infiltration stages in the pancreas of female 3A9 TCR:iHEL 
mice included in the diabetes incidence study. NOD
k
, n=4 ;  B10.BR, n=6 ;  NOD
k
-Chr12, 
n=5. C) Compilation of infiltration stages in the pancreas of non-diabetic 3A9 TCR:iHEL 
mice of 8 to 14 weeks of age NOD
k
 , n=8 ;  B10.BR , n=7 ;  NOD
k
-Chr12 , n=3. The diabetes 
incidence data for B10.BR mice (A) and the histology data for some B10.BR and NOD
k
 





Figure 3. Decrease in anti-HEL IgG antibodies, but not in total IgG antibodies, in 3A9 
TCR:iHEL NOD
k
-Chr12 congenic mice. The serum of diabetic and non-diabetic mice were 
analyzed by ELISA for total IgG, total IgM and for HEL-specific IgM, IgG, and IgG1 
antibodies. Titers are expressed in arbitrary units relative to a reference immune sera from 
3A9 TCR:iHEL NOD
k 
diabetic and non-diabetic mice set at 1 unit. NOD
k 
mice are littermate 
controls of NOD
k
-Chr12 congenic mice. B10.BR (black circles), NOD
k 
(white circles), and 
NOD
k
-Chr12 (grey squares). Each dot represents one mouse. Mean ± SEM are shown. * 





Figure 4. Anti-HEL IgG1 affinity is not increased in diabetic NOD
k
-Chr12 congenic mice. 
Analysis of the affinity of anti-HEL specific IgG1 in the serum of 3A9 TCR:iHEL mice was 
performed by NaSCN displacement. A) The quantity anti-HEL IgG1 bound to the ELISA plate 
with increasing concentration of NaSCN and B) the fraction of anti-HEL IgG1 eluted between 
each increasing NaSCN concentration (Δ) in diabetic (right) and non-diabetic (left) mice is 
depicted. C) Relative affinity value (RAV) of serum anti-HEL IgG1 antibody is shown. Each 




-Chr12 (grey). Mean ± SEM are shown. 





Figure 5. Significant decrease in anti-nuclear antibodies in NOD
k
-Chr12 congenic mice. 
Anti-dsDNA specific antibodies were analyzed in the serum of A) 20 week and B) 30 week-
old non-TCR transgenic H2
k
 mice. Results are expressed as mean OD405 of duplicates. Each 




Figure 6. Antibody production after immunization is not altered in NOD
k
-Chr12
congenic mice. The serum of immunized (D35) and re-challenged (D35+8) mice were 
analyzed by ELISA for the level of anti-OVA IgM, IgG, IgG1 and IgG2c. Titers are expressed 





D35+8 mice set at 1 unit. Each dot represents one mouse. The bars represent the mean ± SEM. 
Detection threshold is depicted by the dotted line where applicable. D35 (white squares), 




Figure 7. Antibody affinity in immunized NOD
k
-Chr12 congenic mice is not increased 
upon re-challenge. Analysis of the affinity of anti-OVA specific IgG1 by NaSCN 
displacement in the serum of immunized before (D35) and after re-challenge (D35+8). A) The 
quantity of anti-OVA IgG1 bound to the ELISA plate with increasing concentration of NaSCN 
and B) the fraction of anti-OVA IgG1 eluted between each increasing NaSCN concentration 
(Δ) is depicted for NOD
k
 (left) and NOD
k
-Chr12 (right) mice. C) Relative affinity value 
(RAV) of serum anti-OVA IgG1 antibody is shown. Each symbol represents one mouse. 
Representative of 3 independent experiments. D35 (squares), D35+8 (diamonds). Mean ± 










Table 2. List of candidate gene comprised within the Chr12 locus. 

























Mouse strain IgM IgG IgG1 
3A9 TCR :iHEL NOD
k
 1.40 22.88 153.12 
3A9 TCR :iHEL NOD
k
-Chr12 0.84 7.18 8.21 
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Chapitre 5 : Article 4 
5.1 Elucidating the origin of peripheral immunoregulatory CD4-
CD8- T cells 
Roxanne Collin, Geneviève Chabot-Roy, Mengqie Dong, Heather J. Melichar, Erin E. 
Hillhouse, Sylvie Lesage 
Cet article est en préparation pour soumission, et répond directement à l’objectif 3 de la 
présente thèse en élucidant certains des aspects biologiques du développement des cellules DN 
T. Il contribue également à distinguer les cellules DN T de populations similaires n’exprimant 
pas les corécepteurs CD4 et CD8 grâce à l’étude du répertoire TCR par séquençage ARN et 
grâce à l’étude du phénotype des cellules DN T tant dans le thymus qu’en périphérie. Comme 
les cellules DN T sont très similaires aux NKT de type II, l’utilisation de souris CD1d ko dans 
l’entièreté de l’étude apporte pour la première fois un portrait global du développement des 
cellules DN T en absence de toute contamination par les NKT. 
Ma contribution à cet article est majeure. J’ai effectué toutes les expériences présentées, avec 
l’aide de Geneviève Chabot-Roy pour la mise au point de modèles d’injections intra-tymiques 
et de culture de thymus embryonnaires. J’ai généré toutes les figures et rédigé la première 
version du manuscrit. La conceptualisation des expériences, et leur interprétation subséquente 
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Several regulatory T cell subsets play specific roles in the maintenance of peripheral immune 
tolerance, together precluding the development of autoimmunity. Due to their unique antigen-






 cells found in peripheral 
lymphoid organs, hereafter referred to as pDN T cells. pDN T cell number play an important 
role in the induction of immune tolerance in various pathological settings. As such, 
understanding their developmental pathway may provide clues on how to modulate pDN T 
cell number and function for the development of immune therapies. As for other regulatory T 
cell subsets, many non-mutually exclusive hypotheses potentially explain the development of 
pDN T cells. Using various reporter mouse models, we demonstrate that CD4 or CD8 co-
receptor downregulation contributes minimally to the pDN T cell pool. We instead find that 





 (DP) thymocyte stage. Surprisingly, using diverse MHC-deficient mouse strains, 





cells. Together these findings provide a better understanding of the origin, differentiation and 
antigen-specificity of immunoregulatory pDN T cells, which is essential for the development 
of future immune therapy approaches. 
 







Autoimmunity results from a break in immune tolerance that triggers T and/or B lymphocytes 
to aberrantly recognize and mount an immune response against self-antigens, leading to the 
destruction of healthy organs, glands, joints or the nervous system. A prominent role in the 







 T cells[490], hereafter denoted pDN T cells 
(for peripheral double negative T cells), which make up approximately 1-3% of total T cells in 
both mice[491, 492] and humans[373]. Indeed, we and others have shown that the 
immunoregulation provided by pDN T cells is mediated by antigen-specific cytotoxicity[493-
496]. Importantly, pDN T cells, which display similar characteristics in both mice and 
humans, exhibit potent immunosuppressive properties in multiple model systems, from 
transplantation to autoimmunity, suggesting a vast array of applicability of pDN T cells in 
cellular therapy[497]. While the therapeutic potential of pDN T cells has been demonstrated in 
the context of various disease settings, the differentiation pathway yielding immunoregulatory 
pDN T cells remains a matter of debate as many non-mutually exclusive hypotheses could 
explain their development[498].  
Various complex molecular events direct the process of T cell development and thymic 
selection (reviewed in
10, 11
). T cell differentiation occurs in the thymus following the migration 
of haematopoietic progenitors from the bone marrow. Progression through the different 
maturation stages are primarily identified based on the expression of the CD4 and CD8 
coreceptors and T cell receptor (TCR). The earliest T cell progenitors do not express a T cell 
receptor (TCR) nor the CD4 or CD8 coreceptors and are consequently classed as double 
negative thymocytes (hereafter denoted as DN for thymic double negative to contrast with 
pDN T cells in periphery). DN can further divided into 4 stages based on the sequential 

















). DN3 thymocytes that successfully generate a 




 (double positive, DP) stage. 
DP thymocytes that express a functional αβ TCR will be subjected to positive and negative 
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 TCRαβ T 
cells that are self-tolerant and exit the thymus to populate peripheral tissues.  
In addition to conventional T cells, various unconventional T cell subsets are also found in 




 phenotype, namely some γδ T cells, 





 TCRαβ T cells in many ways, including their thymic 
differentiation. γδ T cells deviate from the conventional T cell differentiation pathway at the 
DN2 or DN3 stages and are thought to receive a strong TCR signal 
11, 22, 23
. Moreover, most γδ 
T cells do not depend on MHC class I or class II molecules for their development as they can 






. Similarly to conventional T cells, the thymic 
differentiation pathway of NKT cells (reviewed in 
26, 27, 28
) proceeds through the DP stage. 
Yet, NKT cells differ in that they depend on the non-classical MHC class I molecule, CD1d, 
as opposed to the classical MHC molecules[456, 499-501]. While the thymic differentiation of 
γδ T cells and NKT cells is better understood, that of immunoregulatory pDN T cells remains 
unclear. Accordingly, while some data suggests development in the periphery[381, 502], other 
reports support a thymic differentiation pathway for mature pDN T cells[503-505]. More 
specifically, depending on the model being used, pDN T cells have been proposed to either, 1- 




 co-receptor downregulation on mature T cells, 2- 
derive directly from thymic precursors at the DN stages
 15, 16, 17
, 3-  derive directly from thymic 
precursors at the DP stage
18, 19, 20
, or 4- be generated via an extrathymic pathway
21
.  
Here, we revisit immunoregulatory pDN T cell thymic differentiation using physiological 
lymphoreplete mouse models. Using complementary approaches, we demonstrate that while 
coreceptor downregulation may contribute to a small fraction of pDN T cells, most pDN T 
cells originate directly from the thymus, specifically by transiting through the immature DP 
thymocyte stage. In addition, the differentiation of DN T cells implicates a strong TCR signal 
with only a modest requirement for MHC restriction, conferring unique properties to this rare 
subset. Altogether, we address key aspects of DN T cell differentiation relevant to the eventual 




5.4 Material and methods 
 
Mice 
C57BL/6 (000664), CD1d ko (cat #008881), β2m ko (cat #002087), Rag-1 ko 
(002216), β2mMHCII ko and Thpok-GFP (cat #027663) were originally purchased from 
Jackson Laboratories. The following strains crossed to CD1d ko mice, namely Nur77-GFP 
(cat #016617), MHCII (cat #003584), dlckcre (cat #012837), CD4cre (cat#022071), Rosa YFP 
(Cat #007903), E8Icre (cat #008766), B6.SJL (cat #002014) were also originally purchased 






 and E8IIIcre mice 
were generous gifts from Carla Shatz, Thierry Walzer, Rafei Moutih and Alfred Singer, 
respectively. For timed-pregnancies, apparition of vaginal plug was set as day 0.5. All of the 
mouse strains were maintained at the Maisonneuve-Rosemont Hospital animal house facility 
(Montreal, Canada). The Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics committee, overseen by the 
Canadian Council for Animal Protection approved the experimental procedures. 
 
RNA-sequencing and repertoire analysis  
DN T cells were sorted on a FACS Aria III from the spleen of CD1d ko mice using the 
phenotype Viability dye-CD19-TCRβ+CD4-CD8α- ; iNKT were sorted from the spleen of 
C57BL/6 mice based on the phenotype Viability dye-CD19-TCRβ+PBS57:CD1d tetramer+ 
(Figure S1). Sorted cells were conserved in Trizol and sent for RNA extraction and 
sequencing by the IRIC Genomic Platform, Montreal.  
For TCR repertoire analysis, Fatsq files from RNA-sequencing of pDN T cells or NKT cells 
from were analyzed with the miXCR program
70
 using the following alignment options : --
parameters rna-seq –species mmu –loci TRA or TRB. Clones were exported and analyzed for 
V usage and CDR3 sequence. Clones with out-of-frame CDR3 sequences were excluded 
manually. Analysis or repertoire diversity: the Shannon diversity index was defined as: 
−∑ (𝑝i)(ln𝑝i)
𝑁
𝑖=1  where pi is the proportion of sequence i relative to the total N sequences. The 
Pielou’s evenness index was defined as: J=H/ln(S), where H is the Shannon index and S is the 




Thymus, spleen and lymph nodes were pressed through a 70µm cell strainer (Thermo 
Fisher Scientific). Bone marrow cells were extracted from the tibias by centrifugation. Spleen 
and bone marrow cell suspensions were treated with NH4Cl to lyse red blood cells. Cells were 
counted by trypan-blue exclusion and single cell suspensions were stained extracellularly with 
























. In some experiments, CD19 or a viability dye were also used as 
additional negative markers before gating on TCRβ
+
 cells. In CD1d-sufficient C57BL/6 mice, 




 T and pDN T cells by the use of PBS-57 CD1d 
tetramer (NIH tetramer core facility). Data were collected using a BD LSR-Fortessa X20, a 
BD LSR II or a BD FacsCanto and analyzed using Flow-Jo software (Treestar). TCRVβ 
repertoire was analyzed by flow cytometry with anti-mouse TCR Vβ screening panel (BD 
Bioscience) according to manufacturer’s instructions.  
 
Thymic graft under the kidney capsule 
E15.5 or E16.5 CD1d ko embryonic thymi were harvested in cold sterile PBS. Six to 
eight week-old CD1d ko or Rag-1 ko mice were anesthetized by isoflurane inhalation. Fur was 
removed and an incision was made to expose the left kidney. One embryonic thymus was 
grafted per mouse.  Anafen (Merial) was injected at 5mg/kg per mouse immediately after 
surgery and every day for 3 additional days. Embryonic thymi expressing CD45.1 were 
grafted in recipient mice expressing CD45.2, or embryonic thymi expressing CD45.2 were 
grafted in recipient mice expressing CD45.1. All donor and recipients were CD1d ko.  
 
Statistics  
Significance was tested using IBM SPSS software by one-way ANOVA with Games-
Howell post-Hoc test for comparisons between more than two groups. Paired or unpaired T-




5.5.1 Immunoregulatory pDN T cells from the periphery exhibit a polyclonal repertoire 
and an activated phenotype.  
Immunoregulatory T cell subsets can be differentiated based on various factors, 
including their phenotype and TCR repertoire. Consequently, we first set out to better define 
the properties of immunoregulatory pDN T cells which may distinguish them from other 









, we quantified pDN T cells in CD1d ko mice in which all 
NKT cell subset are absent
11-14
. Similar to what has been previously reported for CD1d-
sufficient mice, although sometimes on a different genetic background
21-23
, we find that pDN 
T cells comprise less than 1% of total cells spleen and lymph nodes of CD1d
-/-
 mice (Figure 
1A). DN T cells expressing high levels of TCRβ
+
 were also found in the thymus, and hereafter 
referred to as tDN T cells. In order to assess their TCR repertoire diversity, pDN T cells were 
sorted from the spleen of CD1d
-/- 
mice and submitted to RNA-sequencing (see sorting strategy 
in Figure S1). As a control, iNKT cells, which express an oligoclonal TCR repertoire
24
, were 
sorted from the spleen of a C57BL/6 mouse. In contrast to iNKT cells, we found that pDN T 
cells bear a polyclonal TCR repertoire, with a high diversity of CDR3 sequences and variable 
chain usage for both TCRα and TCRβ chains, represented by an evenness index near 1 for 
these 4 parameters (Figure 1B). Thus, similar to human DN T cells
25
, mouse pDN T cells bear 
a polyclonal TCR repertoire suggesting that they can recognize a diversity of antigens. In line 
with this observation, we find that pDN T cells express the CD44, CD62L and CD69 
activation markers (Figure 1C). Together, these results demonstrate that pDN T cells exhibit a 
polyclonal TCR repertoire as well as an antigen-experienced phenotype. 
 
5.5.2 pDN T cells originate in the thymus 
There have been contradictory findings regarding the origin of pDN T cells
16,26
. To 
determine whether pDN T cells arise from thymic differentiation, we first determined the 
timing of differentiation in embryonic thymi. We identified tDN T cells as early as embryonic 
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day 14.5 and thereafter, while both CD4
+
 T and CD8
+
 T cells could be detected as early as 
embryonic day E15.5 (Figure 2 and S2), demonstrating that tDN T cells appear early in T cell 
thymic differentiation. Following their detection, tDN T, CD4
+
 T and CD8
+
 T cell numbers 
continued to rise as the embryos aged (Figure 2). Together, these data demonstrate that tDN T 
cells differentiate in the thymus. Importantly, as embryos lack peripheral T cells, the presence 
of tDN T cells cannot be attributed to recirculation of mature T cells back to the thymus.  
To determine if pDN T cells found in secondary lymphoid organs could originate from the 




 reporter mice, where the Rag2
GFP
 model is used to 
track recent thymic emigrants (RTEs)
27-29
. As a control, we first assessed the GFP expression 




 reporter mice, where developing cells that recently 




 and tDN T cells 
were positive for GFP expression (Figure 3A), suggesting that they have recently undergone 
TCR rearrangement, irrespective of mouse age (Figure S3). As GFP expression dilutes upon 




 T and pDN T 
cells in mice ranging from 1 to 13 weeks old. In comparison to CD4
+
 T cells, we found that a 
lower proportion of CD8
+
 T cells were positive for GFP expression in the spleen (Figure 3B), 
in agreement with previous reports
44, 45
.Interestingly, most pDN T cells where GFP-negative, 
even in 1 week old mice (Figure 3B), suggesting that pDN T cells, or their progenitors, are 
highly proliferative. This is not unlike iNKT cells from the Rag2
GFP
 model, which are mostly 
GFP negative even prior to their exit from the thymus due to extensive proliferation post TCR 
rearrangement
44
. To test whether the loss of GFP expression in DN T cells parallels a high 
proliferative rate, we quantified Ki-67 expression and found that a higher proportion of DN T 





 T cells (Figure 3B), especially in younger mice. Together, these results suggest that the 
low frequency of GFP
+
 DN T cells in the periphery is a result of their high proliferative 
capacity which leads to rapid dilution of the RAG-driven GFP fluorescence, thus limiting the 
sensitivity of detection for DN T cell RTEs.  
In order to corroborate that pDN T cells are derived from thymic precursors, we exploited a 
thymic graft system, where embryonic thymi grafted under the kidney capsule allows for 
thymocyte differentiation and thymic output, thus permitting the study of thymic-derived T 
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cells in periphery. Using this system, we grafted thymic lobes from E15.5 or E16.5 CD1d
-/-
 
embryos under the kidney capsule of adult CD1d
-/-
 mice expressing a different CD45 allelic 
marker, allowing us to track thymus-derived cells in the peripheral organs of the host. A 
sizeable number of pDN T cells that were derived from the grafted thymus were detected in 
the host spleens at 2, 3 and 4 weeks post-graft (Figure 4). Altogether, the observations made 
from these complementary approaches demonstrate that a significant number of pDN T cells 
differentiate from thymic precursors.  
 
5.5.3 Thymic DN T cells directly derive from DP progenitors 
Having shown that pDN T cells have a thymic precursor, we next wanted to define the 




 T cells 
differentiate from DP thymocytes, unconventional T cell subsets may take alternative 











 triple negative (TN), DP, and CD4
+
 SP thymocytes, 
respectively
30-33
. To define the differentiation steps that precede the generation of pDN T cells, 
we took advantage of transgenic reporter mice that allow for cell fate tracking. Specifically, 
we crossed four Cre transgenic mouse models, where the Cre enzyme is driven by different 
promoters at distinct stages of thymocyte differentiation, to ROSA-fl-STOP-fl-YFP mice 
(hereafter referred to as RosaYFP mice), resulting in promoter-driven-Cre x RosaYFP mice. 
The promoters include E8III
34
 and CD4, which are both driven in early TCR
-/low
 DP 
thymocytes, dlck, which is driven in late TCR
hi
 DP thymocytes, and E8I
35
, which is the 
specific promoter for CD8α expression in mature single positive CD8 T cells
47
. In this fate 
mapping model, activation of the given promoter induces Cre expression and subsequent 
permanent expression of YFP in this cell and all its daughter cells. Therefore, using this 
system, we can quantify the proportion of YFP+ cells among tDN T cells that originate from 





mice were studied. In both CD4-Cre and E8III-Cre reporter mice, we found that almost all 
tDN T cells were positive for YFP expression (Figure 5), demonstrating that tDN T cells 
transition through the early DP stage. However, in dlck-Cre reporter mice, less than half of 
 
172 
tDN T cells were positive for YFP expression (Figure 5C), indicating that at least some tDN 





 T cells. This result is in line with the earlier appearance of tDN 




 T cells, in embryonic thymi (Figure 2). Moreover, in E8I-
Cre reporter mice, we found that less than 6% of tDN T cells were positive for YFP expression 





, these findings show that mature CD8
+
 T cells are not the main precursors to 
tDN T cells. In order to corroborate these results, other thymocyte subsets were assessed for 
YFP expression. As expected, we found that all DP thymocytes are YFP
+
 in CD4-Cre, E8III-
Cre and dlck-Cre reporter mice, but YFP
-
 in E8I-Cre reporter mice (Figure 5). Moreover, γδ T 
cells were mostly negative for YFP expression in CD4-Cre, dlck-Cre and E8I-Cre reporter 
mice (Figures 5A, C, D), as γδ T cells do not transition through the DP stage
32
. Interestingly, 
we found that a high proportion of γδ T cells expressed YFP in E8III-Cre reporter mice 
(Figures 5B), which could be explained by either recirculating cells from the periphery to the 
thymus or an early expression of E8III, likely at or before the DN3a stage, a step from which 
γδ T cells can still emerge
11
. Altogether, these findings demonstrate that tDN T cells originate 
from the thymic DP stage. 
 
5.5.4 DN T cells undergo agonist selection during their thymic differentiation 
Conventional T cells differentiate in the thymus from DP precursors that are subject to 
positive selection, to generate a pool of useful T cells, and to negative selection, to purge 
many potentially autoreactive T cells
36-38







IELs, are instead selected via a process termed agonist 
selection, where strong TCR signals permit cellular differentiation rather than inducing clonal 
deletion
39,40
, thus promoting self-reactivity which is vital to their immunoregulatory function. 
Positive, negative and agonist selection result from different strengths of TCR signalling that 
can be indirectly measured by the level of expression of CD5 and Nur77
39,41,42
, where elevated 
expression of each of these proteins has been used to qualify agonist selection
39,41-47
. We thus 




 mice and quantified GFP expression as a surrogate 
marker of Nur77 induction in correlation with CD5 levels. We found that more than half of the 
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tDN T cells expressed high levels of Nur77 (Figure 6A, 6B). Importantly, these levels were 




 T cells, which undergo positive selection, but 









 mice, although reduced compared to thymic levels, we found that DN T 




 T cells (Figure 6A, 
6B). Together, these results suggest that DN T cell undergo agonist selection, reflected by 
high levels of Nur77.However, when assessing CD5 expression, we found that tDN T cells 
exhibited levels comparable to thymic CD8
+
 T cells, but lower than CD4
+
 T cells and, whereas 
CD5 levels on pDN T cells were lower than both conventional cell types in the spleen (Figure 
6A, 6B). These results contrasted with Nur77 levels and may reflect signaling properties that 
are distinct to tDN T cells. This is not unlike other unconventional T cell subsets that are 
thought to receive strong TCR signals during their development yet exhibit low levels of CD5 
levels, including iNKT cells and  γδ T cells
22, 40
 (Figure 6C). Furthermore, pDN T cells 
exhibit an activated phenotype as well as a polyclonal TCR repertoire (Figure 1), which is 
also reminiscent of other T cell populations selected following agonist selection
39,40
. 
Altogether, these results suggest that tDN T cells receive strong TCR signaling akin to agonist 
selection. It also suggests that CD5 is a poor surrogate marker of TCR signaling in 
unconventional T cell subsets. 
 
5.5.5 MHC-restriction of immunoregulatory DN T cells influences their phenotype and 
function 





 helper T cells and CD8
+ 
cytotoxic T cells are generally restricted 
to MHC II- and MHC I-peptide complexes, respectively. As opposed to conventional T cells, 





 IELs recognize antigens presented by both class I and II MHC 
molecules
52,53
. Here, we took take advantage of five different mouse strains in order to define 
the MHC restriction of DN T cells. More specifically, we assessed the proportion and 
phenotype of DN T cells in the thymus and spleen of MHC sufficient mice (B6.CD1d
-/-
), 



















) mice. Of note, β2-
microglobulin (B2m) is an essential component both of classical and of most non-classical 




 mice lack NKT cells. When 
analyzing the proportion and absolute number of tDN T cells in these mouse strains, we found 
that MHCII deficiency alone had no effect on tDN T cell proportion and number relative to 
CD1d
-/-
 mice (Figure 7), arguing against an essential role for MHC II in selection of tDN T 
cells. In contrast, tDN T cells were significantly decreased in B2m
-/-
 mice in comparison to 
CD1d
-/-








 mice was 
comparable, suggesting that the reduction in tDN T cells observed in B2m
-/- 
mice is likely due 
to a deficit in classical as opposed to non-classical MHC I complexes (Figure 7). Moreover, a 




, suggesting that in absence 
of MHC I, MHC II-deficiency impacts tDN T cell differentiation (Figure 7). Interestingly, the 
impact of MHC deficiency was also reflected on tDN T cell phenotype, as observed by the 
expected graded expression of CD5, CD69, CD44 and CD24 when relevant MHC signals are 
present (Figure 7). Altogether, these results suggest that thymic DN T cells are MHC I-




Here, we investigated several of the aspects of differentiation pathway and origin of 
pDN T cells, a rare T cell subset associated with immune regulation. Although the presence of 
DN T cells was reported in CD1d ko mice
17, 46
, this is the first time that the origin of pDN T 
cells is studied completely in absence of NKT cells. Thymic grafts under the kidney capsule 
unambiguously showed that pDN T cells originate from thymic precursors. We then explored 
many of the possible origins of pDN T cells in non-manipulated reporter mice, and found that 
pDN T cells differentiate from DP precursors and were selected primarily on classical MHC I 
molecules following a strong TCR signal.  
pDN T cells compose an unconventional T cell subsets. In comparison to iNKT cells, we find 
that pDN T cells exhibit a polyclonal TCRαβ repertoire, suggesting that they can recognize a 
broad variety of antigens. In addition, as for other unconventional T cell subsets, pDN T cells 
express a variety of activation markers in line with an antigen-experienced phenotype. This 
phenotype can either be the result of self- or commensal-antigen encounter. Interestingly, in a 
TCR transgenic model, we found that pDN T cells expressed activation markers such as CD44 
and CD69 in conditions where the cognate antigen was expressed as a self-antigen (
54
 and data 
not shown). Although this does not exclude the possibility that commensal antigens may drive 
the expression of activation markers, it suggests that self-antigen is sufficient to confer the 
antigen-experienced phenotype to pDN T cells. Moreover, it is tempting to suggest that the 
extensive proliferation of pDN T cells relative to conventional T cells is likely driven by self-
antigen recognition in periphery, thereby promoting their immunoregulatory properties. 
Many hypotheses have been put forth in an attempt to explain the differentiation pathway of 
pDN T cells. Here, by using thymic grafts, we unequivocally demonstrate that pDN T cells 
can originate in the thymus. Using cell-fate mapping and embryonic development, we also 
show that pDN T cells must transit to an early DP stage and, in contrast to  T cells, do not 
directly differentiate from immature DN thymocytes. To our knowledge, this is the first 
documentation of a T cell subset that differentiates at the early DP stage. Indeed,  T cells 
and Tregs respectively differentiate from DN and CD4
+
 thymocytes, while NKT cells, MAIT 
cells and IELs all differentiate from late DP stages
55-59
. The functional consequence of 
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differentiating for an early DP stage remains to be established. In starting to address this issue, 
we found that although early DP thymocytes express low levels of TCR, tDN T cells have 
received strong TCR signals, as determined by Nur77 expression levels. This strong signal 
appears to be mostly driven by self-peptide recognition of classical MHC I molecules and 
seems to drive a cytotoxic differentiation program inducing strong levels of Eomes (not 
shown). Of interest, the dramatic decrease in tDN T cells in β2m/MHCII deficient mice 
suggests that some pDN T cells could also be dependent on MHCII molecules. Functional 
studies will be needed to determine how MHC restriction in pDN T cells influences their 
specificity and immunoregulatory properties.  
In our study, we exploit CD1d ko mice to carefully and completely exclude all NKT cells. 
This is particularly important, because type II NKT cells, as for pDN T cells, have a 
polyclonal TCRαβ as well as lack CD4 and CD8 coreceptors. As such, pDN T cells and type II 
NKT cells cannot currently be distinguished using phenotypic markers. In addition to pDN T 









These cells are restricted to the non-classical MHC molecule MR1 and develop at the DP 
thymocyte stage 
63, 64
. MAIT cells, which represent approximately 0.1% of total thymocytes 
and less than 0.1% of total spleen cells
61
, express an invariant Vα19-Jα33 TCR
65, 66
. We did 
not specifically exclude MAIT cells in our study. However, based on the frequency of the 
Vα19-Jα33 TCR in our RNA-seq data, we find that MAIT cells represent less than 0.6% of 
total pDN T cells. MAIT cells thus represent a negligible proportion of pDN T cells in the 
spleen of CD1d KO mice.  
In summary, our research revealed key properties of DN T cell development that could 





 T cells as well as from the more “innate-like” NKT cells and gamma-delta T 
cells. Future work will reveal how the thymic differentiation imposes immunoregulatory 
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5.8 Figures  
  
Figure 1. TCR repertoire and phenotype of pDN T cells. A) The thymus, spleen and lymph 
nodes were harvested from 8-12 week old non-transgenic CD1d-deficient B6 mice and the 
proportion (left panel) and absolute number (right panel) of DN T cells (CD4-CD8-TCRβ+) is 
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shown. B) TCR repertoire was determined by analysis of 3 DN T cell samples and 3 iNKT 
samples by RNA-sequencing. Diversity of the repertoire is quantified by the ‘’evenness 
index’’ for DN T cells sorted from CD1d ko mice compared to NKT cells sorted from B6 
mice as shown in figure S1. Unpaired T test was used to test significance *** p≤0.001 ; ns, 
non-significant. C) Phenotypic analysis of maturation and activation markers in T cells from 
CD1d ko mice in the spleen. Profiles are shown for CD4 T cells (TCRβ+CD4+CD8α-), CD8 T 
cells (TCRβ+CD4-CD8α+) and DN T cells (TCRβ+CD4-CD8α-), and are representative of 12 






Figure 2. Immunoregulatory DN T cells are found in embryonic thymi. T cell populations 
were quantified in CD1d ko embryonic thymi from E14.5 to E19.5 days. Proportion and 
absolute number of respective populations is shown among total thymocytes as gated in figure 








Figure 3 : Recent thymic emigrants are present among pDN T cells. T cell subsets from 
B6.CD1d.RAG.GFP mice were analysed A) in the thymus of 7 to 10 week-old mice or B) in 
the spleen of 1 to 13 week-old mice for the presence of GFP+ cells. Exponential regression 
curve of the mean GFP+ cells among each T cell subset in function of age is shown. Ki-67 
expression in 1 wk, 2 wks, 3 wks old or adult 6-8 wks old (pooled and indicated as 7 wks old) 
CD1d ko mice is shown for spleen T cell subsets, as indicated. Each dot represent one mouse. 






Figure 4. pDN T cells originate from a thymic precursor. E15.5 or E16.5 CD1d ko thymi 
were grafted under the kidney capsule of CD1d ko mice. The allotypic markers CD45.1 and 
CD45.2 allowed discrimination of graft-derived vs host-derived cells. T cell populations 
derived from the grafted thymus were studied after 2, 3 or 4 weeks post-graft. Representative 
profile of graft-derived cells (CD45.2+) 14 days post-graft. Proportion of DN T cells among 
graft-derived splenocytes, or total number of graft-derived DN T cells at the indicated time-
points are shown. Each dot represent one mouse. Represnetative of at least 2 independent 








Figure 5. Thymic DN T cells originate directly from DP precurors. Analysis of the thymus 
populations from CD1d ko (white) or CD1d+ (grey) reporter mice in which permanent YFP 
expression is driven by the promoters A) CD4 (n=1 CD1d ko, n=4 CD1d+), B) E8iii (n=4 
CD1d ko, n=5 CD1d+), C) dlck (n=4 CD1d ko, n=4 CD1d+), or D) E8i (n=5 CD1d ko, n=11 
CD1d+). Percentage of YFP+ cells among each subset is shown. NKT cells were gated as 
viability-CD19-PBS57-CD1d tetramer+TCRβ+ and were absent in CD1d ko mice ; CD4, CD8 








 ; TCRγδ 
cells were gated as Viability-CD19-PBS57-CD1d tetramer-TCRβ-CD3+TCRγδ+ ; B cells 







Figure 6. Agonist selection of DN T cells. A)T cell populations from Cd1d ko Nur77-GFP 
mice were analysed for the expression of Nur77 and CD5. CD25- CD4 T cells, blue dashed ; 
CD25+ CD4 T cells, green ; CD8 T cells, red dotted ; DN T cells, tinted. Representative of 7 
mice, 4 independent experiments. B) Nur77GFP and CD5 mean fluorescence intensity are 
depicted for T cell populations in CD1d ko mice (top), or in CD1d+ mice (bottom). Each 
marker represent an individual mouse. 4 independent experiments in Nur77GFP CD1d ko 








Figure 7. Influence of MHC deficiency on DN T cells. Proportion among total lymphocytes, 
absolute number and expression of surface molecule on DN T cells is depicted for various 
MHC deficient strains in the thymus. RFI : relative fluorescence intensity normalised to CD1d 










Figure S1. Gating strategy for sorting DN T cells and NKT for RNA-Seq. A) The spleens 
of three to five B6.CD1d-/- mice were pooled and stained with viability dye as well as 
antibodies to CD19, CD4, CD8α and TCRβ. Doublets were electronically excluded. Viable 
DN T cells (CD19-CD4-CD8-TCRβ+) were sorted on a FACS Aria III.  B) The spleens of two 
to three B6 mice were pooled and stained with viability dye, PE-coupled PBS-57 CD1d-
tetramer, as well as antibodies to CD19 and TCRβ. Doublets were electronically excluded. 
Viable type 1 NKT cells (CD19-TCRβ+) were sorted on a FACS Aria III. Purity was above 






Figure S2. Representative profiles of embryonic thyme from E14.5 to E19.5. A) gated on 
total viable thymoyctes and then B) on indicated cell subset. Percentage of TCR+ cells are 
indicated C) CD3+TCRβ- gated on total viable thymocytes. Representative of at least n=6 , 




Figure S3 : Recent thymic emigrants are present among tDN T irrespective of mouse age. 
T cell subsets from B6.CD1d.RAG.GFP mice were analysed in the thymus for the presence of 
GFP+ cells. Exponential regression curve of the mean GFP+ cells among each T cell subset in 
function of age is shown. Ki-67 expression in 1 wk, 2 wks, 3 wks old or adult 6-8 wks old 
(pooled and indicated as 7 wks old) CD1d ko mice is shown for spleen T cell subsets, as 





Table I. Reagents used for flow cytometry experiments and NK cell depletion 
 
Reagent Clone Provider Fluorochrome 
Anti-mouse CD3 17A2 Biolegend BV711 
Anti-mouse CD4 GK1.5 eBioscience ef450 
Anti-mouse CD4 RM5-5 Biolegend BV786 
Anti-mouse CD4 GK1.5 Biolegend PECY7 
Anti-mouse CD5 53-7.3 Biolegend PERCP 
Anti-mouse CD8α 53-6.7 Biolegend PERCP 
Anti-mouse CD8α 53-6.7 Biolegend APCCY7 
Anti-mouse CD8α 53-6.7 Biolegend BV510 
Anti-mouse CD19 6D5 Biolegend FITC 
Anti-mouse CD19 6D5 Biolegend BV605 
Anti-mouse CD24 M1/69 Biolegend APC 
Anti-mouse CD25 PC61 Biolegend PB 
Anti-mouse CD44 IM7 Biolegend PECY7 
Anti-mouse CD45.1 A20.1 Biolegend FITC 
Anti-mouse CD45.2 104 Biolegend PB 
Anti-mouse CD49b DX5 Biolegend APC 
Anti-mouse CD49b DX5 Biolegend FITC 
Anti-mouse CD62L MEL-14 Biolegend APC 
Anti-mouse CD69 H1.2F3 Biolegend PE 
Anti-mouse Eomes Dan11mag eBioscience ef660 
Anti-mouse ki67 B56 BD FITC 
Anti-mouse TCRβ H57-597 Biolegend APC 
Anti-mouse TCRβ H57-597 Biolegend FITC 
Anti-mouse TCRβ H57-597 Biolegend PE 
Anti-mouse TCRgd GL3 Biolegend PERCPCy5.5 
   
Anti-mouse TCR V beta panel BD FITC 
PBS-57 mCD1d tetramer NIH PE 
PBS-57 mCD1d tetramer NIH BV421 
Fixable viability dye eBioscience ef780 
Fixable viability dye eBioscience ef506 







Chapitre 6 : Discussion 
Les résultats présentés dans cette thèse ont principalement montré la contribution de 
locus Idd dans la modulation de la proportion de cellules DN T immunorégulatrices dans un 
modèle transgénique, et ont révélé une partie des mécanismes de différentiation menant à la 
production de cellules DN T non-transgéniques. Ces deux approches sont complémentaires et 
contribuent ensemble à lever le voile sur les voies biologiques déterminant la présence d’un 
compartiment optimal de cellules DN T immunorégulatrices. 
 
6.1 Le contrôle génétique des cellules DN T et la modulation de 
leur nombre 
Les cellules DN T possèdent un intéressant potentiel immunorégulateur, médié par leur 
reconnaissance antigène-spécifique des cellules cibles. Dans les modèles murins reposant sur 
l’utilisation de cellules T transgéniques spécifiques pour un antigène donné, les cellules DN T 
parviennent à éliminer les cellules auto-réactives. Des études utilisant des modèles non-
transgéniques de diabète de type 1 ou de GVH supportent également un rôle protecteur des 
cellules DN T [382, 506-508]. Plus particulièrement, un nombre élevé de cellules DN T est 
aussi associé à la résistance au diabète chez la souris, et le transfert de cellules DN T dans des 
souris prédisposées au diabète permet la prévention de la maladie [378]. Ces résultats 
suggèrent que la modulation in vivo des cellules DN T pour en augmenter le nombre pourrait 
prévenir l’auto-immunité chez la souris. L’association entre un nombre élevé de cellules DN T 
et la résistance au diabète chez la souris, nous a poussé à identifier les différences génétiques 
modulant la proportion de cellules DN T immunorégulatrices. 
 
6.1.1 La modulation des cellules DN T par les locus Idd2 et Idd13 
Puisque le nombre et la proportion de cellules DN T chez la souris semblait associée à 
la résistance au diabète, une étude précédente par notre équipe et des collaborateurs a testé 
l’hypothèse que des régions Idd associées à la résistance au diabète pourraient augmenter les 
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cellules DN T. En utilisant le modèle transgénique TCR 3A9, la comparaison de lignées de 
souris congéniques NOD.H2
k
 portant divers locus Idd de la lignée B6 ou B10 à la lignée 
parentale NOD.H2
k
 a révélé que le locus Idd13, mais non les locus Idd3, Idd5 ou Idd9, 
participait à l’augmentation de la proportion de cellules DN T dans la rate et les ganglions 
lymphatiques drainant la peau [290]. D’autres analyses par lignées de souris congéniques 
avaient déjà montré que des déterminants génétiques contenus dans le locus Idd13 contrôlent 
la proportion d’autres types cellulaires impliqués dans la tolérance immune, comme les 
cellules NKT [292] et les DC mérocytiques [291]. Les résultats de cette étude sur les cellules 
DN T montrait une nouvelle association du locus Idd13 à une population immunorégulatrice. 
Toutefois, en comparant avec les lignées TCR 3A9 B10.BR et TCR 3A9 NOD.H2
k
-Idd13, il 
était apparent que d’autres régions génétiques permettaient aussi d’augmenter la proportion de 
ces cellules [290].  
Dans le cadre de l’objectif 1 de cette thèse, afin d’identifier de façon non-biaisée les autres 
locus contribuant à la proportion de cellules DN T chez les souris TCR 3A9, nous avons donc 
eu recours à une approche d’analyse de liaison génétique. L’utilisation de ce modèle TCR 
transgénique, en opposition à un modèle non transgénique NOD vs B6 a permis d’étudier les 
cellules DN T dans un contexte où leur nombre dans les organes lymphoïdes secondaire est 
suffisamment élevé. De plus, l’utilisation d’un modèle TCR transgénique assure aussi 
l’absence de cellules NKT parmi la population de cellules DN T étudiée [290, 377]. Cette 
approche par analyse de liaison génétique a permis de confirmer que la fréquence de cellules 
DN T dans les organes lymphoïdes de la souris est un trait multigénique, contrôlé par plusieurs 
locus (Article 1, Figure 2). L’article 1 a validé qu’un segment du locus Idd2 permet 
d’augmenter la fréquence de cellules DN T dans les organes lymphoïdes secondaires de souris 
TCR 3A9, mais aussi qu’au moins deux gènes situés sur le chromosome 9 agissent ensemble 
dans la détermination de la fréquence de ces cellules. Enfin, nos résultats montraient aussi que 
les souris TCR3A9 :insHEL congéniques pour le segment augmentant le plus la proportion de 
cellules DN T, Chr9L, étaient résistantes au diabète comparativement aux souris contrôles 
NOD.H2
k 
(Article 1, Figure 7 et Figure 8). Ces résultats liaient au niveau génétique la 
réduction de l’incidence de diabète et l’augmentation des cellules DN T, suggérant que les 
cellules DN T pourraient contribuer à la résistance au diabète conférée par le locus Idd2. Suite 
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à la publication de ces données, des souris non-transgéniques NOD.Idd2 ont été générées, et 
nous avons pu observer que cette lignée (maintenant disponible au Jackson Laboratory sous le 
numéro 026624) est également résistante au diabète (Annexe 2). L’investigation des 
mécanismes cellulaires liés à cette protection au diabète pourront permettre d’identifier les 
voies par lesquelles Idd2 protège de l’auto-immunité chez les souris non-transgéniques, et si 
cette protection est aussi associée, ou non, à une augmentation du nombre de cellules DN T.  
Bien que d’autres locus suggestifs pour le contrôle de la proportion de cellules DN T dans les 
souris TCR 3A9 aient été identifiés lors de l’analyse de liaison génétique, seuls Idd13, un 
locus situé sur le chromosome 6 proximal et un locus situé sur le chromosome 12 semblaient 
expliquer les phénotypes des lignées parentales NOD.H2
k
 et B10.BR. Pour ces locus, les 
allèles d’origine B10.BR contribuent à l’augmentation des cellules DN T (Annexe 3). En 
absence de lignée de souris congénique disponible, le locus du chromosome 6 n’a pas été testé 
pour sa contribution à la proportion de cellules DN T. Toutefois, une lignée NOD.H2
k 
congénique pour le locus Chr12 avait été générée par notre équipe. Au contraire d’Idd2 et 
d’Idd13, le locus situé sur le chromosome 12 n’affecte pas la proportion de cellules DN T dans 
le modèle TCR 3A9 (Annexe 1). Ce locus Chr12, qui inclut le Quantitative trait locus (QTL) 
Nbwa1 associé aux auto-anticorps dans le lupus, modulait toutefois le niveaux d’auto-
anticorps, la maturation d’affinité des anticorps et la résistance au diabète dans le modèle 
transgénique TCR 3A9 :insHEL (Article 3, figures 2-4 ), suggérant qu’il pourrait s’agir d’un 
nouveau locus de susceptibilité au diabète.  
La génération subséquente de souris NOD congéniques pour le locus Chr12 a cependant 
révélé que les allèles d’origine B10 de ce locus ne sont pas suffisants pour protéger du diabète 
dans le modèle NOD non-transgénique (Annexe 4). Les niveaux d’anticorps IgG dirigés 
contre l’insuline (Insulin Auto-Antibodies, IAA) ont aussi été évalués dans ces souris 
NOD.Chr12 faisant partie de l’incidence de diabète. Au contraire de nos observations dans le 
modèle TCR 3A9 :insHEL (Article 3, figure 2), les souris congéniques NOD.Chr12 
diabétiques ne possédaient pas moins d’anticorps dirigées contre des antigènes présents dans 
les ilots pancréatiques que les souris NOD diabétiques (Annexe 4). Ceci suggère que dans le 
contexte de l’haplotype H-2
g7
 du CMH, le locus Chr12 n’est pas suffisant pour empêcher le 
développement du diabète, ni la production d’anticorps dirigés contre des antigènes 
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pancréatiques chez les souris devenant diabétiques. Dans ce modèle non-transgénique, 
l’affinité des IAA n’a pas été testée. Malgré l’absence apparente de différence phénotypique 
entre les souris NOD et NOD.Chr12, l’effet du locus Chr12 n’est pas limité au modèle 
transgénique en ce qui concerne la production d’auto-anticorps ou la maturation d’affinité des 
anticorps après immunisation dans les souris NOD.H2
k
 (Article 3, figures 5 et 7). Ceci suggère 
que l’absence d’effet du locus Chr12 sur la production d’auto-anticorps dans les souris 
NOD.Chr12 n’est pas uniquement dû à la présence d’un répertoire de cellules T polyclonales 
comparativement à un répertoire de cellules T limité par le transgène TCR 3A9.  
La maturation d’affinité des anticorps est le résultats d’hypermutations somatiques du BCR et  
a lieu dans les centres germinatifs lors de la réponse immune [156]. Outre les cellules B, 
plusieurs types cellulaires sont impliqués dans cette réaction, notamment des cellules T CD4 
TFH et TFR, des cellules NKT, des cellules CD8 et des DC [509, 510]. Il est donc possible 
que le phénotype observé dans les souris congéniques NOD.H2
k
-Chr12 soit extrinsèque aux 
cellules B elles-mêmes. La source du défaut de maturation d’affinité pourrait même se trouver 
en-dehors des centres germinatifs, puisqu’une altération de la structure du thymus parvient à 
perturber la maturation d’affinité des anticorps [511]. Considérant la courte liste de gènes 
encodant des protéines dans le locus Chr12, il serait possible de déterminer l’impact de la 
délétion de chacun de ces gènes sur le système immunitaire. En étudiant une grande variété de 
phénotypes, avant et après immunisation, cela pourrait permettre d’élucider le mécanisme 
associé au blocage de la maturation d’affinité des anticorps chez les souris congéniques 
NOD.H2
k
-Chr12, mais pourrait aussi apporter de nouvelles informations sur le rôle 
immunitaire des gènes de cet intervalle.  
 
6.1.2 La combinaison de locus dans la modulation des cellules DN T 
Puisque seuls deux locus contrôlant la proportion de cellules DN T étaient validés dans 
le modèle TCR 3A9 et ne permettaient individuellement qu’une augmentation partielle des 
cellules DN T, nous avons entrepris de déterminer si une interaction additive entre les deux 
locus validés pouvait restaurer le nombre de cellules DN T au niveau observé dans les souris 
B10.BR. Pour ce faire, des souris double congéniques pour les locus Idd2 et Idd13 ont été 
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générées (Article 2). La combinaison du locus Idd13 au segment d’Idd2 a permis de 
déterminer que ces deux locus sont suffisants dans les souris congéniques TCR 3A9 :insHEL 
pour produire une fréquence de cellules DN T égale à celle retrouvée chez les souris B10.BR 
TCR3A9 :insHEL (Article 2, figure 2). Ensemble, les articles 1 et 2 apportent des 
informations importantes quant à la régulation de la proportion de cellules DN T dans le 
modèle TCR 3A9 :insHEL. Ces travaux ont montré la nature multigénique du contrôle des 
cellules DN T, mais aussi que différents locus sont impliqués selon la présence ou non de 
l’autoantigène reconnu par les cellules T, et selon l’organe lymphoïde étudié.  
L’augmentation d’une population cellulaire dans un organe donné peut être due à différents 
facteurs : une plus grande production, une plus grande prolifération, une apoptose moindre ou 
une migration préférentielle. Les travaux de notre laboratoire sur le contrôle génétique des 
cellules DN T par les locus Idd2 et Idd13 supportent une collaboration entre ces différents 
mécanismes. En effet, la comparaison des souris de fond génétique B10.BR et NOD.H2
k
 
montre des différences dans la proportion de cellules DN T dans le thymus, la rate et les 
ganglions lymphatiques, où la proportion et le nombre de cellules DN T est augmenté chez les 
souris B10.BR TCR 3A9 et TCR 3A9 :insHEL en comparaison aux souris de fond génétique 
NOD.H2
k 
portant les même transgènes. Toutefois, alors que la proportion de cellules DN T 
thymiques est partiellement augmentée dans le thymus de souris congéniques TCR 
3A9 :insHEL NOD.H2
k
-Idd2/Idd13, suggérant un léger impact sur la production thymique, les 
ganglions lymphatiques de ces souris possèdent des niveaux des cellules DN T comparables 
aux animaux de fond génétique B10.BR. Ceci montre qu’au-delà de l’effet des locus sur la 
production des cellules DN T, un mécanisme périphérique comble l’écart entre la lignée 
congénique pour Idd2/Idd13 et la lignée B10.BR. Les résultats de l’article 2 pointent 
fortement vers un rôle du cycle cellulaire et de la prolifération périphérique dans la modulation 
des cellules DN T médiée par les deux locus validés. 
Tel que démontré dans l’article 4, les cellules DN T non-transgéniques semblent se distinguer 
des cellules T CD4 et CD8 en ce qui concerne le cycle cellulaire, tel qu’indiqué par la plus 
grande proportion de cellules DN T positives pour Ki-67 dans les souris CD1d ko (Article 4, 
figure 3B). Dans ce contexte non-transgénique du modèle CD1d ko, les cellules DN T 
prolifèrent davantage que les cellules T CD4 ou T CD8, comparativement au modèle TCR 
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3A9 transgénique où les cellules DN T de souris B10.BR sont moins positives pour le 
marqueur Ki-67 que les cellules T CD4 ou CD8. Des différences entre les modèles pourraient 
être dues à des différences de répertoire (monoclonal vs polyclonal), de spécificité au CMH 
(classe II vs diverse), ou encore à l’environnement plus ou moins propice à l’activation. La 
combinaison des informations recueillies par les modèles transgéniques antigène-spécifiques 
et les modèles non-transgéniques permet au final de dresser un portrait des facteurs 
influençant ces cellules DN T immunorégulatrices. L’identification des polymorphismes 
génétiques liés à la modulation de la proportion et du nombre de cellules DN T sera facilitée 
par l’évolution de nos connaissances sur la biologie de ces cellules.  
 
6.1.3 La modulation du nombre de cellules DN T thymiques  
Le thymus n’a pas été étudié lors de l’analyse de liaison génétique menée par notre 
groupe, dont les résultats sont rapportés dans l’article 1. Les locus génétiques influençant la 
proportion de cellules DN T ont donc jusqu’à présent surtout expliqué les variations de 
cellules DN T périphériques, avec peu d’effet sur la population thymique. Bien que 
l’augmentation des DN T thymiques ne semble pas nécessaire à l’augmentation des cellules 
DN T périphériques, il n’est pas exclu qu’elle puisse avoir un rôle. Alors que des différences 
peuvent tout de même être observées quant à la proportion cellules DN T entre les souris 
NOD.H2
k
 et B10.BR transgéniques pour le TCR 3A9 (Article 2, figure 4) [434], l’association 
entre les DN T thymiques et la tolérance immune n’a pas été bien établie. Certains locus 
pourraient influencer davantage la sélection thymique des cellules DN T, mais une différence 
dans l’homéostasie périphérique des cellules DN T semble être suffisante dans le modèle TCR 
3A9 :insHEL pour restaurer un haut nombre de cellules DN T périphériques. Une certaine 
dissociation existe donc entre les locus déterminant le nombre de cellules DN T thymiques et 
périphériques. Par exemple, la délétion du gène encodant la protéine CD47 n’influence pas la 
proportion de cellules DN T thymiques, alors qu’une sévère réduction périphérique de ces 
cellules peut être observée [378, 434]. Ainsi, il pourrait être intéressant de déterminer quels 
sont les facteurs génétiques contribuant à l’augmentation des DN T thymiques dans les souris 





, et de vérifier leur influence sur la prédisposition à l’auto-immunité 
et la distribution de la population de cellules DN T périphériques. 
Grâce aux approches par lignées congéniques, nos études ont pu ajouter à d’autres, et valider 
le rôle de facteurs génétiques contenus dans les régions Idd2 et Idd13 dans la détermination de 
la proportion de cellules DN T et de leur cycle cellulaire. L’utilisation d’une approche bio-
informatique dans l’Article 2 a finalement permis de cibler le processus de cycle cellulaire et 
de mitose en particulier dans l’investigation d’une interaction entre les locus Idd2 et Idd13.  
 
6.1.4 Exploitation du Collaborative Cross 
Lors de notre analyse de liaison génétique, nous avons eu recours à des souris F2 
portant le TCR 3A9 transgénique, afin d’augmenter la sensibilité de détection des variations 
dans la proportion de cellules DN T. En comparaison aux souris portant le transgène TCR 
3A9, des animaux non-transgéniques de même fond génétique possèdent une faible proportion 
de cellules DN T [290]. Toutefois, les souris NOD et NOD.H2
k
 possèdent tout de même moins 
de cellules DN T que les souris B10.BR [378] (données non-publiées reliées à l’article 3), et il 
en va de même pour les souris NOD.CD1d ko, en comparaison aux souris B6.CD1d ko 
(données non-publiées, E.E. Hillhouse). Dans l’optique d’une approche génétique visant à 
identifier les locus régulant la proportion de cellules DN T chez les souris non-transgénique, il 
serait nécessaire d’utiliser des lignées parentales possédant le plus grand écart possible dans 
leur proportion de cellules DN T. Bien que les lignées B6 et NOD soient de bonnes 
candidates, d’autres lignées de souris pourraient présenter des écarts de phénotype encore plus 
grands et être utilisées pour une analyse de liaison génétique en contexte non-transgénique. 
Sans se limiter à des souris F2, il est aussi maintenant possible d’exploiter les lignées du CC, 
discutées dans la section 1.3.2.3, afin d’identifier les locus régulant divers phénotypes, dont les 
proportions de cellules immunitaires. Nous avons caractérisé le phénotype des 8 lignées 
fondatrices du CC, en plus d’étudier la proportion de cellules DN T et d’autres types 
cellulaires dans plus de 60 lignées de la cohorte australienne CC, en collaboration avec 
l’équipe du Dr Morahan (Annexe 5, article en préparation pour soumission auJournal of 
Immunology). Nos résultats concernant les lignées fondatrices (Annexe 5, table I et Annexe 6) 
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montrent que la lignée B6 possède bien la plus haute proportion de cellules DN T dans la rate. 
Toutefois, c’est la lignée CAST qui s’est révélée en posséder le moins. Des polymorphismes 
entre cette lignée et la lignée B6 pourraient donc permettre de plus fortes variations dans la 
proportion de cellules DN T que les polymorphismes présents entre les lignées NOD et B6. 
Malheureusement, les résultats de notre cohorte du CC n’ont révélé aucun locus 
significativement associé au contrôle de la proportion de cellules DN T (Annexe 7). Plutôt, 
seuls deux locus, l’un sur le chromosome 3 et l’un sur le chromosome 6, atteignent à peine le 
seuil suggestif établi à un LOD score de 5.6 correspondant à une p-value de 0.01. Dans le 
croisement complexe qu’est le CC, il semble que plusieurs locus d’influence individuellement 
mineure interagissent pour déterminer la proportion de cellules DN T. Ceci implique que 
l’étude d’un nombre plus élevé de lignées du CC serait nécessaire afin d’identifier les locus 
participant aux plus fortes variations de cellules DN T, s’il y a lieu.  
Bien que l’étude des lignées du CC n’ait pas révélé de nouveaux locus majeurs impliqués dans 
le contrôle des cellules DN T, les informations obtenues lors de cette étude pourraient se 
révéler utiles dans de futurs projets, par exemple en combinant les données recueillies par 
différentes équipes afin d’en extraire des corrélations et associations. De plus, nos résultats 
montrent que l’une des lignées du CC, nommée Yox, se présente avec une proportion de 
cellules DN T très élevée en comparaison avec les autres lignées étudiées et les lignées 
fondatrices (Annexe 6). L’étude de la lignée Yox pourrait apporter de précieuses informations 
sur les mécanismes permettant de générer une haute proportion de cellules DN T dans des 
animaux non-transgéniques. L’investigation plus en profondeur des particularités génétiques 
de cette lignée pourrait aussi permettre de révéler les conditions génétiques contribuant à une 
si haute proportion de cellules DN T, que ce soit une mutation, de l’épistasie ou une 
combinaison optimale d’un ensemble de locus contribuant au trait de façon additive. 
Pour toutes les lignées du CC, bien que les iNKT aient été exclus, des cellules NKT de type II 
peuvent être présentes parmi la population de cellules DN T de ces souris, et l’interprétation 




6.1.5 Les variations des cellules DN T chez l’humain 
Les études s’intéressant aux variations du nombre de DN T chez l’humain parviennent 
à des conclusions variées quant à l’impact d’une augmentation de cellules DN T. Par exemple, 
alors que des études portant sur le rejet de greffe et la maladie du greffon contre l’hôte 
(GVHD) concordent avec les études murines et suggèrent un rôle protecteur d’un nombre 
élevé de cellules DN T [512], des études s’intéressant au syndrome lymphoprolifératif 
autoimmun, au lupus ou à l’auto-immunité juvénile suggèrent au contraire une corrélation 
positive entre les pathologies et un nombre élevé de cellules DN T [513, 514].  
Considérant les conclusions différentes en fonction de la maladie étudiée en ce qui concerne 
l’impact de la proportion de cellules DN T chez l’humain dans la tolérance immune, il est 
crucial d’identifier des marqueurs cellulaires définissant les cellules DN T immunorégulatrices 
fonctionnelles. Bien que des résultats obtenus dans le modèle transgénique TCR 3A9 :insHEL 
suggèrent que la fonction immunorégulatrice des cellules DN T n’est pas affectée chez des 
souris prédisposées au diabète, il n’est pas exclu que des différences fonctionnelles puissent 
exister en fonction de la pathologie étudiée. Par exemple, il a été montré que des cellules DN 
T de patients atteints de lupus produisent davantage d’IL-4 en comparaison avec des donneurs 
sains, ou même en comparaison avec des patients atteints d’arthrite rhumatoïde [515]. La 
production d’IL-17, d’interféron gamma (IFNγ) et de Tumor Necrosis Factor Alpha (TNF-α) 
par les cellules DN T des patients atteints de lupus [513] pourrait aussi être une distinction 
fonctionnelle associée à leur potentielle pathogénicité.  
Enfin, tel que mentionné précédemment, d’autres populations de cellules T portent le 
phénotype double négatif CD4-CD8-, notamment des cellules NKT de type I ou de type II et 
des cellules T. Il est donc aussi possible que les divergences entre les conclusions des 
différentes études soient liées aux stratégies d’identification des cellules considérées DN T. 
L’avantage des modèles murins est de pouvoir permettre l’exclusion totale des cellules NKT 
grâce à des modèles génétiquement modifiés, tels que par l’utilisation de CD1d ko ou de TCR 
transgéniques. Ces systèmes possèdent eux aussi leurs limitations, et l’étude des cellules DN T 
et de l’influence de leur nombre et phénotype dans des maladies autres que la GVH ou le 
diabète a été peu étudié. Toutefois, dans l’optique de déterminer les facteurs permettant la 
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modulation des cellules DN T, les modèles murins génétiquement modifiés constituent un 




6.2 Le développement de cellules DN T 
6.2.1 Pourquoi s’intéresser au développement des cellules DNT 
Des variations dans le nombre de cellules DN T périphériques sont associées à la 
résistance au diabète auto-immun, et ces variations peuvent être régulées de façon génétique 
par les locus Idd2 et Idd13 (Articles 1 et 2) [290]. En complément à l’approche génétique, 
identifier les voies de développement des cellules DN T a aussi pour but d’élucider les 
facteurs permettant de moduler le nombre de cellules DN T, que ce soit au niveau du thymus 
ou de la périphérie. Les études s’intéressant au développement des cellules DN T sont 
parvenues au fil du temps à diverses conclusions concernant l’origine de ces cellules. Les 
modèles reposant sur l’utilisation de TCR transgéniques ont apporté d’intéressantes 
informations concernant notamment les ressemblances entre les cellules DN T et les cellules T 
. Ces études proposent que les cellules DN T soient des cellules T  redirigées vers un 
choix TCRαβ [436, 516]. Toutefois, les modèles transgéniques ne sont pas parfaitement 
représentatifs des étapes normales du développement thymique, considérant l’expression 
précoce du TCR. Sans invalider les découvertes utilisant les modèles transgéniques, il 
convient de les mettre en perspective et d’étudier l’origine des cellules DN T dans des 
contextes davantage physiologiques.  
Puisque les cellules NKT, particulièrement les NKT de type II, sont très similaires aux cellules 
DN T immunorégulatrices, il est possible que certaines conclusions tirées sur l’origine de 
cellules T CD4-CD8- concernent en fait les NKT, ou inversement, selon les marqueurs 
utilisés. Particulièrement, les études réalisées avant l’utilisation des tétramères de CD1d 
étudiaient souvent une population mixte contenant les cellules DN T et les NKT, par exemple 
lorsque CD49b était utilisé comme marqueur de cellules NKT. Effectivement, certaines 
cellules DN T expriment CD49b, et auraient donc pu être considérées comme des cellules 
NKT par certaines études [437, 517]. Le développement des tétramères CD1d pour l’étude 
spécifique des iNKT permet d’en exclure les cellules DN T, mais un marqueur positif 
spécifique aux cellules DN T n’a toujours pas été validé. Grâce aux modèles murins déficients 
pour CD1d, et ne possédant donc pas de cellules NKT, il est possible d’étudier spécifiquement 
les cellules DN T CD1d indépendantes et leurs caractéristiques. Nous avons pris avantage de 
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tels modèles pour définir l’origine et les propriétés des cellules DN T dans l’article 4 de cette 
thèse.  
 
6.2.2 La sélection thymique des DN T  
6.2.2.1 Signal TCR et restriction au CMH 
Nos travaux ont révélé certaines des propriétés uniques de ce rare type cellulaire. Par 
exemple, les cellules DN T, au contraire des NKT [517] ou d’autre cellules T dites « innées » 
[518], possèdent un phénotype naïf dans le thymus, alors que leur expression accrue du 
marqueurCD44 en périphérie rappelle plutôt celui de cellules activées ou mémoires (Article 4, 
Figure 1 et Annexe 8). D’ailleurs, un phénotype activé des cellules DN T a aussi été observé 
au laboratoire lors de la comparaison des cellules DN T dans des souris TCR 3A9, TCR 
3A9 :insHEL et CD1d ko. Ces résultats générés par E.E. Hillhouse montraient que les cellules 
DN T périphériques étaient davantage activées dans les souris TCR 3A9 :insHEL, où 
l’antigène reconnu par le TCR est présent, que dans les souris portant simplement le transgène 
TCR 3A9. Les cellules DN T de souris CD1d ko non-transgéniques possédaient un phénotype 
davantage similaire à celles des souris TCR 3A9 :insHEL pour les marqueurs CD122, CD69 et 
CD44, suggérant une reconnaissance de leur antigène en périphérie. Ce phénotype activé, 
combiné aux indices d’un fort signal TCR dans le thymus (niveaux de Nur77), suggère que les 
cellules DN T non-transgéniques seraient spécifiques pour des antigènes du soi.  
Il est intéressant de noter que les cellules DN T, exprimant de forts niveaux de Nur77 dans le 
thymus, possèdent pourtant de faible niveaux du marqueur CD5 (Article 4, Figure 6), lui aussi 
associé à la sélection agoniste et à un fort signal TCR [80]. Cette observation de différents 
niveaux de CD5 et Nur77, bien que surprenante, a toutefois déjà été rapportée dans le cas de 
cellules NKT rétrogéniques [519]. La faible corrélation entre les niveaux de CD5 et Nur77 
dans les cellules DN T en comparaison aux cellules T CD4 et CD8 pourrait suggérer des voies 
de signalisation distinctes lors du signal TCR.  
Dans le modèle TCR 3A9 transgénique, les cellules DN T thymiques ne sont pas réduites 
lorsque l’antigène HEL est présent, supportant une hypothèse que ces cellules ne sont pas 
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soumises à la délétion par sélection négative. D’un autre côté, toujours dans le modèle TCR 
3A9, la présence de l’antigène HEL dans le thymus ne favorise pas non plus de façon 
significative la production de cellules DN T [434]. En contraste, il est connu que les cellules 
Treg sont davantage produites dans des modèles similaires lorsque l’antigène est présent [520-
522]. Les cellules DN T recevraient donc un fort signal TCR, mais leur sélection semble 
dépendre de différents critères de présentation antigénique que la sélection agoniste des 
cellules Treg. 
Lors de la sélection thymique, l’expression des molécules de CMH de classe I et de CMH de 
classe II est nécessaire à la sélection positive des cellules T CD4 et CD8, respectivement. 
Outre les molécules classiques de présentation d’antigène, des molécules non classiques 
existent également, dont certaines comme CD1d, H2-M3 et MR1 sont associées à la sélection 
de cellules T dites innées [33, 37, 79, 480, 523-525]. La molécule beta-2-microglobuline 
participe quant à elle à la structure des molécules de CMH de classe I, incluant les molécules 
non-classiques CD1d [526] ou MR1 [525, 527].  
Grâce à l’utilisation de souris ko, nous avons évalué l’effet sur les cellules DN T de l’absence 
de différentes molécules de CMH, en comparaison à l’effet connu qu’ont ces déficiences sur 
les cellules T CD4 et CD8. Les cellules DN T semblent moins dépendantes d’un type de CMH 
particulier pour leur sélection et survie, puisqu’elles sont présentes dans le thymus de souris 
déficientes pour la molécule β2m ainsi que dans le thymus de souris déficientes pour les 
molécules de CMH de classe II. Toutefois, l’absence de β2m est suffisante pour réduire la 
proportion et le nombre de cellules DN T tant dans le thymus (Article 4, Figure 7) que dans la 
rate (Annexe 9) comparativement à des souris CD1d ko (β2m+/+) et l’absence de CMH II, 
combiné à l’absence de β2m (β2mMHCII double ko) réduit aussi les cellules DN T 
comparativement à des souris uniquement déficientes pour β2m. Ces données sur les souris 
β2m et CMH II ko concordent avec les observations d’un autre groupe s’intéressant aux 
cellules DN T thymiques, mais qui n’avait pas étudié l’impact de la double déficience 
β2mMHCII [86]. 
L’utilisation de souris ko pour évaluer la restriction au CMH des cellules DN T possède tout 
de même ses limites. Particulièrement en périphérie, les variations observées dans les 
populations de cellules T dans les souris déficientes pour différentes combinaisons de 
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molécules de CMH (Annexe 9) peuvent être dues à des mécanismes homéostatiques et à une 
compétition entre les types de cellules T. Il est intéressant de noter que, bien que les cellules 
DN T ressemblent aux cellules T CD8 sur plusieurs points, elles semblent competitionner avec 
les cellules T CD4. Par exemple, dans les souris CMHII ko, où les cellules T CD4 sont 
drastiquement réduites, le nombre et la proportion de cellules DN T sont augmentés. Ceci 
pourrait être dû à une compétition avec les cellules T CD4 pour des facteurs solubles ou 
l’interaction avec les APC, ou pourrait être dû à un avantage intrinsèque des cellules DN T 
indépendantes du CMH II.  
6.2.2.2 Sélection des cellules DN T sur cellules hématopoïétiques 
Sachant maintenant que certaines cellules DN T peuvent dépendre du CMH pour leur 
sélection thymique, l’une des questions restante est la nature des cellules thymique pouvant 
permettre la sélection des cellules DN T. Effectivement, alors que les cellules T 
conventionnelles sont sélectionnées par des cellules cTEC, les NKT, les cellules MAIT et 
certaines cellules T CD4 et T CD8 non conventionnelles peuvent être sélectionnées par des 
cellules hématopoiétiques lorsque les bonnes conditions sont présentes [33-36, 79, 426, 501]. 
Nous avons donc procédé par une approche de chimères hématopoiétiques, où les animaux 
donneurs et receveurs étaient CD1d ko ou β2mMHCII double ko, en 4 combinaisons 
possibles, tel que détaillé à l’Annexe 10. Ceci a permis d’étudier la sélection des cellules DN 
T en présence de CMH uniquement sur les cellules thymiques radiorésistances (groupe TEC) 
ou uniquement sur les cellules transférées de la moelle (groupe HC) en comparaison à des 
groupes contrôles positifs (TEC and HC) et négatifs (no MHC). Surprenamment, le nombre de 
cellules DN T ne différait pas significativement entre les groupes, alors que des souris 
β2mMHCII double ko intactes possèdent beaucoup moins de cellules DN T que les animaux 
CD1d ko. Toutefois, nous avons pu observer une différence dans l’expression de CD5, associé 
au signal TCR, et dans l’expression de CD44 et CD24, associées à la maturation et l’activation 
des cellules T. La comparaison des 4 groupes de chimères pour l’expression de CD5 a montré 
que l’expression du CMH sur l’un ou l’autre des compartiments (TEC ou HC) permettait une 
expression similaire de CD5, qui était plus élevée que le groupe contrôle. Ceci suggère que les 
cellules épithéliales, mais aussi les cellules hématopoiétiques peuvent participer à la sélection 
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des cellules DN T. L’expression de CD44 et CD24 a quant à elle pu montrer que les cellules 
DN T sélectionnées sur des cellules hématopoiétiques possèdent un phénotype similaire à 
celles sélectionnées sur des cellules épithéliales. Les cellules DN T diffèrent donc sur ce point 
avec les NKT, les cellules MAIT et certaines cellules T CD8 « innate-like » exprimant toutes 
CD44. 
Quelques points communs peuvent être observés entre différents types de cellules T 
sélectionnées sur des cellules hématopoïétiques [427]. Par exemple, les cellules NKT [75], les 
cellules CD8 « innées » [426] et T-CD4 [425] dépendent toutes de la voie de signalisation 
SLAM-SAP-Fyn. Les cellules MAIT échappent cependant à la dépendance à SAP, et se 
distinguent par là des autres cellules sélectionnées par une population hématopoïétique [427, 
458, 528]. Dans le cas des cellules DN T, leur dépendance à cette voie de signalisation n’est 
pas connue, et serait une piste intéressante à investiguer qui ajouterait des informations au 
modèle de développement des cellules DN T. Finalement, il a été suggéré que les cellules 
pouvant être sélectionnées positivement par des cellules hématopoïétiques possèderaient un 
TCR de plus grande affinité pour son antigène [529].  
Des études ultérieures portant sur l’identification des types cellulaires hématopoïétiques et 
épithéliaux médiant la sélection des cellules DN T dans le thymus permettraient de mieux 
comprendre le type de signaux nécessaires à la sélection de ces cellules, et comment les 
événements de sélection thymique peuvent influencer les propriétés immunorégulatrices des 
cellules DN T. Les cellules hématopoïétiques pouvant potentiellement médier la sélection de 
cellules T par présentation antigénique incluent les thymocytes DP, comme pour la sélection 
des NKT et des cellules MAIT [36, 501], ou les DC et les cellules B. Des cellules B ont 
d’ailleurs été rapportées pour présenter des antigènes du soi dans le thymus [109]. Au 
contraire des DC et des cellules B, les thymocytes DP n’expriment pas le CMH de classe II 
chez la souris, et ne pourraient donc pas participer à la sélection des cellules DN T restreintes 
au CMH de classe II.  
6.2.3 Une origine DP vs TN des cellules DN T thymiques 
Les cellules portant le TCR αβ se développent typiquement à partir d’un précurseur 
DP, alors que les cellules exprimant un TCR γδ sont produites à partir d’un stade TN. 
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Toutefois, des exceptions à cette règle ont été rapportées. Par exemple, quelques cellules NKT 
CD4-CD8- semblent pouvoir être produites à partir d’un stade TN [438], tel que montré par 
des modèles de souris rapporteuses couplés à des expériences de délétion conditionnelle.  
Bien qu’il semble que la plupart des cellules DN T procèdent par un stade DP, tel que nos 
résultats obtenus de 3 types de souris rapporteuses différentes (Article 4, figure 4 et figure S7, 
il n’est pas exclu qu’une minorité de cellules DN T puissent se différencier directement à 
partir d’un stade TN. En effet, l’expression de YFP régulé par le promoteur de CD4 n’est pas 
aussi élevée que celle des cellules T CD4 ou CD8. L’hypothèse d’une origine TN des cellules 
DN T est toutefois difficile à tester de façon physiologique. Bloquer la différentiation 
thymique au stade DP, de façon similaire aux expériences menées par Dashtsool et al [438], 
forcerait artificiellement la seule sélection de cellules procédant par un stade TN, et leur 
prolifération accrue en périphérie. De plus, l’utilisation de systèmes de délétion conditionnelle 
in vivo peut être imparfaite en ce qui concerne l’expression du transgène par la totalité d’une 
population. Plutôt que l’absence d’expression d’un facteur spécifique des cellules DP par les 
cellules DN T, il serait nécessaire d’étudier l’expression positive d’un marqueur spécifique à 
un stade TN.  
 
6.2.4 Les similarités avec les cellules T CD8, une origine SP 
Nos résultats mettent en valeur les ressemblances et distinctions entre les cellules DN 
T et les lymphocytes T conventionnels CD4 et CD8, de même qu’avec les cellules T 
régulatrices. Il est intéressant de remarquer les grandes ressemblances entre les cellules DN T 
et les cellules T CD8, au niveau de la restriction au CMH, mais aussi au niveau de leur 
répertoire d’expression des chaines TCR Vβ (Annexe 11). Une telle ressemblance du 
répertoire des DN T et des cellules T CD8 avait déjà été rapportée et suggérait un lien 
ontogénique entre ces deux types cellulaires [530]. Il est possible que les similitudes entre 
cellules DN T et cellules T CD8 soient liées à leur rôle cytotoxique et à leur restriction au 
CMH de classe I, deux points communs qui n’impliquent pas nécessairement un lien de 
précurseur entre ces populations cellulaires.  
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Les résultats de l’article 4 indiquent que les cellules DN T thymique ne proviennent pas du 
stade CD8. Toutefois, dans la rate, presque la moitié des cellules DN T avaient une activité de 
l’amplificateur E8I (spécifique pour les cellules CD8 T matures) à un moment ou un autre, tel 
que montré par l’étude de souris rapporteuses (Annexe 12). Nous avons également observé 
une augmentation liée à l’âge dans la proportion de cellules DN T positives pour l’expression 
de YFP induite par E8i. Ces résultats supportent une proximité biologique entre les cellules 
CD8 T et les cellules DN T périphériques. Des transferts adoptifs de cellules CD8 T sur de 
longues périodes de temps seraient toutefois nécessaires afin de démontrer hors de tout doute 
qu’il y a conversion. Plutôt, une autre interprétation possible est que les cellules DN T utilisent 
E8I suite à leur activation. Effectivement,  l’amplificateur E8i dirige aussi l’expression de 
CD8α par les cellules exprimant des homodimères de CD8α [531]. L’expression de CD8αα, 
qui n’agit pas comme co-récepteur, mais plutôt comme répresseur du signal TCR, peut être un 
marqueur d’activation des cellules T [532, 533].  
Grâce à des transferts adoptifs réalisés en contexte lymphopénique [86, 439] ou non-
lymphopénique [395], des données suggèrent que les cellules DN T thymiques contiennent des 
précurseurs des cellules T CD8αα IEL. Ainsi, les cellules DN T thymiques et périphériques 
peuvent migrer à l’intestin et exprimer CD8αα en présence des signaux appropriés tels que la 
cytokine IL-15 ou l’activation du TCR [395]. L’expression de E8I-YFP par les cellules DN T 
de la rate pourrait donc aussi indiquer la réversion de l’expression de CD8αα par des cellules 
DN T ayant transité par l’intestin. Puisque les cellules DN T sont définies par l’exclusion de 
CD8α à leur surface, la vérification de l’expression intracellulaire de CD8α par les cellules DN 
T E8I-YFP+ pourrait être utile à déterminer si la transcription de CD8α s’inscrit avant ou à la 
suite de l’expression du signal YFP dans les cellules DN T. D’autres méthodes, telles que 
l’étude de la transcription en temps réel pourraient aussi être appliquées [534].  
 
6.2.5 Impact de la voie de développement sur la fonction des cellules DN T  
La voie de différenciation des cellules T peut influencer leur efficacité à monter une 
réponse immunitaire et protéger contre des pathogènes. Par exemple, une origine thymique ou 
extrathymique a des impacts sur la capacité des cellules T CD4 et CD8 à contrôler une 
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infection [535]. Il pourrait en aller de même avec la restriction au CMH des cellules DN T, ou 
avec les cellules DN T dérivant de cellules T CD8 ou non. Nos résultats indiquent que les 
cellules DN T peuvent être restreintes à différentes molécules de CMH, ou même en être 
indépendantes. Le rôle cytotoxique antigène-spécifique des cellules DN T a surtout été étudié 
dans les modèles transgéniques, tels que le modèle TCR 2C et le modèle TCR 3A9, où les 
cellules T sont respectivement restreintes aux CMH de classe I et au CMH de classe II. Il est 
intéressant de noter que les seules cibles cellulaires validées des cellules DN T 3A9 sont les 
cellules B présentant l’antigène HEL. En contraste, les cellules DN T 2C, restreintes au CMH 
de classe I, peuvent éliminer des cellules T CD8, des cellules B et des DC [376]. La fonction 
des cellules DN T non-transgéniques n’a pas été longuement étudiée dans le modèle CD1d ko, 
mais des données générées par Erin Hillhouse suggèrent que les cellules DN T de souris 
NOD.CD1d ko seraient cytotoxiques envers des cellules B présentant des antigènes dérivés 
d’ilots pancréatiques, en ligne avec les résultats obtenus dans le modèle TCR 3A9. Basé sur 
les modèles utilisant d’autres modèles non-transgéniques pouvant contenir des NKT, les 
cellules DN T non-transgéniques pourraient également éliminer une diversité de cibles 
cellulaires [376]. 
Nos données comparant les cellules DN T de souris déficientes pour le CMH I, pour le CMH 
II, ou encore pour la combinaison des deux types, indique qu’elles maintiennent un répertoire 
polyclonal et un phénotype apparenté à celui de cellules activées ou mémoires, représenté par 
l’expression de CD44 par la majorité des cellules DN T. Les cellules DN T périphériques de 
souris déficientes pour les différents types de CMH se présentent tout de même avec de 
légères altérations de phénotype, qui pourraient altérer leur fonction. En particulier, 
l’expression de CD5 par les cellules DN T périphériques de souris CMHIIko et de souris 
β2mCMHII double ko est significativement augmentée en comparaison avec les cellules DN T 
provenant de souris CD1d ko. Cette forte expression de CD5 a également déjà été observée 
par des cellules DN T provenant de souris CD4/CD8/CMHI/CMHII ko (Quad-Ko), et reflète 
possiblement la forte prolifération homéostatique des cellules DN T périphériques dans un 
environnement dont les populations lymphocytaires sont altérées. Des niveaux élevés de CD5 
sont associés à une meilleure prolifération homéostatique [536, 537], suggérant que la 
déficience en CMH II favorise la prolifération périphérique des cellules DN T possédant de 
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plus hauts niveaux de CD5. L’étude des cibles cellulaires et de la fonction des cellules DN T 
en fonction de leur restriction au CMH permettrait possiblement de réconcilier les conclusions 
issues des modèles reposant sur l’utilisation de TCR transgéniques.  
 
L’utilisation de E8I par certaines cellules DN T périphériques suggérant une origine CD8α+, 
pourrait aussi influencer la fonction de ces cellules. Notamment, lors de l’étude des souris 
rapporteuse E8I, nous avons effectivement observé des différences significatives entre les 
cellules DN T YFP+ et les cellules DN T YFP- en ce qui concerne Eomesodermin (Eomes). 
Ce facteur de transcription est associé chez les cellules T CD8 à une meilleure compétition et 
survie des cellules mémoires[538]. Eomes est aussi associé à un sous-type non-conventionnel 
de cellules T CD8 mémoires “virtuelles” ou “innate-like”, davantage présentes chez les souris 
âgées et dont le phénotype CD244+CD62L+ rappelle celui des cellules DN T [539]. Même si 
le rôle de l’expression d’Eomes par les cellules DN T demeure à définir, l’accumulation dans 
le temps de cellules DN T ayant exprimé E8I, de même que l’expression accrue d’Eomes par 
ces cellules (Annexe 12), concorderait donc avec un avantage de survie de cellules DN T 
activées ou mémoires. 
Qu’un processus similaire d’induction de phénotype mémoire suite à un signal d’interférons 
de type 1 soit présent chez les cellules DN T périphériques, ou que des cellules T CD8αβ 
activées perdent plutôt l’expression de leur co-récepteur, reste à déterminer. Effectivement, 
bien qu’il soit maintenant clair que certaines cellules DN T ont exprimé CD8α, leur expression 
précédente de CD8β par des cellules matures n’a pu être déterminée grâce à des souris 
rapporteuse. En effet, les autres séquences amplificatrices du promoteur de CD8 (E8II, E8III, 
E8IV et E8V) sont exprimées au stade thymique DP [415] et ne seraient donc pas appropriées 
à l’étude d’une origine CD8αβ SP des cellules DN T.  
 
6.2.6 Parallèles entre les cellules DN T et les cellules mémoires 
Les cellules DN T périphériques possèdent un phénotype  particulier en ce qui a trait 
aux marqueurs CD62L et CD44 (Article 4, Figure 1), rappelant un phénotype de cellules 
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mémoires ou effectrices, qui sont CD44hi plutôt que de cellules naïves (CD44lo) [13, 540, 
541]. L’homéostasie des cellules T mémoire, en comparaison aux cellules naïves, repose 
moins sur les interactions avec le CMH, et davantage sur les cytokines IL-7 et IL-15 [542]. 
Des transferts de cellules DN T provenant de souris CD1d ko vers des animaux déficients pour 
les molécules de CMH I et de CMH II pourraient déterminer si les cellules DN T sélectionnées 
en présences de ces molécules sont indépendantes des signaux de CMH une fois en périphérie.  
Dans des souris non immunisées, des cellules possédant un phénotype mémoire ont déjà été 
rapportées, particulièrement parmi les populations de cellules T CD8. Ces cellules T CD8 
« mémoires innées », ou « mémoires virtuelles » pourraient entre autre être induites suite à une 
exposition à un environnement lymphopénique ou à la cytokine IL-4 [543, 544]. Quelques 
points distinguent toutefois les cellules DN T des cellules « mémoires virtuelles » : la 
dépendance à l’IL-4 produite par les NKT, et la présence du phénotype mémoire au stade 
thymique. Effectivement, les cellules DN T et leur phénotype activé ne dépendent pas 
complètement des cellules NKT, et les cellules DN T thymiques possèdent un phénotype naïf, 
c’est-à-dire CD44- (Annexe 8). Ceci suggère que même en absence d’immunisation, 
l’acquisition du phénotype « mémoire » des cellules DN T en périphérie repose sur des 
mécanismes différents de ceux observés pour les cellules T CD8 « mémoires innées ». Une 
contribution partielle des cellules NKT au phénotype activé des cellules DN T de souris 
CD1d+ n’est toutefois pas écartée.  
Enfin, nos résultats (Annexe 14) ainsi que des études précédentes[545] montrent un 
enrichissement des cellules DN T dans la moelle osseuse, connue pour être un niche 
préférentielle de cellules mémoires. La fonctionnalité des cellules DN T de la moelle osseuse a 
été peu étudiée, mais leurs niveaux plus élevés de CD69 en comparaison avec les cellules DN 
T provenant de la rate ou des ganglions lymphatiques (Article 4, Figure 1 et Annexe 8) laisse 
croire à une population cellulaire activée. La nature de ces cellules, circulantes ou résidentes, 
n’a pas été déterminée. Investiguer la fonctionnalité des cellules DN T de la moelle osseuse, 
en comparaison avec la population présente dans la rate chez la souris, ou dans le sang chez 
l’humain, pourrait s’avérer important dans de futures thérapies cellulaires. Un enrichissement 
de cellules DN T immunorégulatrices antigène-spécifiques dans la moelle osseuse pourrait 
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6.3 Les modèles d’étude des cellules DN T 
Les cellules DN T représentent un rare sous-type chez les souris non-transgéniques 
telle que la lignée B6. Outre la possibilité de contamination des cellules étudiées par les NKT 
de type II, le faible pourcentage des cellules DN T représente un défi en ce qui concerne 
l’étude de leurs propriétés. Différents modèles menant à une augmentation marquée du 
nombre de DN T peuvent être utilisés pour remédier à la rareté de ces cellules et favoriser leur 
étude. Toutefois, ces modèles reposent sur des altérations de processus clés déterminant la 
sélection, mort ou survie des cellules T.  
 
6.3.1 Interférer avec l’apoptose 
6.3.3.1 Le modèle lpr  
L’interaction entre FAS et son ligand est impliquée dans la voie de l’apoptose, et les 
cellules exprimant FAS meurent suite à la liaison du ligand présent sur une autre cellule. Cette 
interaction est d’ailleurs l’un des mécanismes par lequel des cellules T cytotoxiques, pouvant 
exprimer FAS-L, éliminent des cellules cibles exprimant FAS [546]. La mutation lpr, menant 
à une variante non-fonctionnelle de la molécule, entraine un syndrome lymphoprolifératif 
autoimmun auto-immune (auto-immune lymphoproliferation syndrome, ALPS). Le nombre de 
cellules DN T est augmenté dans les organes lymphoïdes des souris Fas
lpr/lpr
, particulièrement 
dans les ganglions lymphatiques. Cette augmentation des cellules DN T est moins marquée 
dans le thymus (Annexe 15) [547]. Le développement thymique des souris Fas
lpr/lpr
 et même 
de souris FAS ko 
 
procède relativement normalement. Spécifiquement, la sélection négative du 
répertoire spécifique des superantigènes ne semble pas affectée [548].  
Fournissant une explication au moins partielle à l’accumulation spécifique de cellules DN T 
dans les souris Fas
lpr/lpr
 , des études ont montré que l’apoptose des cellules DN T périphériques 
serait dépendante de FAS [394]. Dans le modèle Fas
lpr/lpr
, il a été proposé que les cellules DN 
T accumulant en périphérie sont générés à partir de cellules T CD8 [442]. Des études chez 
l’humain, menées sur un syndrome lymphoprolifératif autoimmun rapportent une similitude 
du répertoire TCR entre les cellules DN T et les cellules T CD8 oligoclonales, supportant 
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aussi, bien qu’indirectement, un lien ontogénique entre ces deux types cellulaires [549]. En 
procédant pas transfert adoptif (suivi grâce aux marqueurs CD45.1 et CD45.2) de cellules T 
dans des hôtes Fas
lpr/lpr
 ou B6.SJL nous avons également observé la conversion de cellules T 
CD8 Fas
lpr/lpr 
en cellules DN T négatives pour le tétramère PBS-57:mCD1d. Si les cellules T 
CD8 d’origine lpr se différencient bien en cellules DN T dans un hôte B6.SJL, nos résultats 
semblent indiquer que le taux de conversion est moindre que dans un hôte B6.Fas
lpr/lpr
 . Ceci 
suggère des composantes à la fois intrinsèques et extrinsèques aux cellules T favorisant leur 
conversion de T CD8 à DN T (Annexe 14, panneau du bas). Il est donc possible que la 
conversion de cellules T CD8 en cellules DN T soit une voie majeure de production des 
cellules DN T dans les animaux portant la mutation Fas
lpr/lpr
, mais ne représente qu’une voie 
mineure dans un contexte physiologique. 
Indiquant un rôle important d’Eomes dans le développement ou la survie des cellules DN T 
provenant de souris Fas
lpr/lpr
, il a été observé que la déficience en Eomes prévient le syndrome 
lymphoprolifératif autoimmun dans les souris Fas
lpr/lpr 
[550]. Considérant nos résultats 
indiquant une expression accrue d’Eomes par les cellules DN T ayant exprimé CD8 (Annexe 
12), il est tentant de proposer qu’Eomes serait impliqué dans la voie de différenciation 
périphérique de conversion des  CD8 T en DN T.  
L’un des aspects problématiques du modèle Fas
lpr/lpr
 est l’expression anormale du marqueur 
B220 par les cellules DN T [551-554] et leur rôle potentiellement pathogénique [555-557], 
bien qu’un rôle régulateur ait aussi été observé [385, 558]. L’expression de B220 par les 
cellules T a été associée à l’apoptose et à l’activation. Supportant toutefois un rôle non causal 
des cellules DN T dans ce modèle, une étude a montré une dissociation entre la proportion de 
cellules DN T B220+ et la production d’auto-anticorps et la présence de glomérulonéphrite 
dans des souris Fas
lpr/lpr
 dont les cellules T exprimaient sélectivement FAS grâce à un 
transgène [559]. Les cellules DN T provenant de souris Fas
lpr/lpr
 pourraient donc avoir une 
efficacité altérée de leur fonction régulatrice, puisque l’élimination de certaines cibles par les 
cellules DN T dépend de l’expression de FAS-FASL, et particulièrement de l’expression de 
FAS sur les cellules cibles [376, 385].  
Le modèle Fas
lpr/lpr
 peut donc se montrer utile dans l’étude de la contribution des cellules DN 
T anormales dans le syndrome lymphoprolifératif autoimmun. Toutefois, le défaut 
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d’expression de FAS par les cellules DN T a potentiellement une trop grande influence sur la 
fonction et la différenciation de ces cellules pour que les résultats obtenus dans le modèle 
Fas
lpr/lpr
 soient bien applicables à un contexte physiologique.  
6.3.3.2 Les souris Bim ko 
BIM est une molécule pro-apoptotique membre de la famille BCL-2. La déficience en 
BIM, encodée par le gène BCL2L11, est associée à des multiples défauts et altérations de 
populations cellulaires chez les souris BIM ko [560, 561]. Lors de la sélection thymique, BIM 
participe à l’apoptose des cellules DP et, bien que n’étant pas nécessaire [562], a été associé à 
la sélection négative [563, 564]. Les souris déficientes pour BIM se présentent avec une 
augmentation de cellules DN T matures au niveau du thymus [395, 565]. Au contraire du 
modèle Fas
lpr/lpr
, c’est donc au stade de la sélection thymique que les cellules DN T sont 
affectées par la déficience en BIM. Des travaux menés en utilisant ce modèle ont suggéré que 
les cellules DN T présentes dans la souris BIM ko procèdent par un stade thymique DP [395]. 
Ces observations concordent avec nos résultats dans les souris CD1d ko, suggérant que 
l’absence de BIM ne mène pas à une voie de différentiation thymique des cellules DN T 
complètement distincte. Le répertoire TCR des cellules DN T est cependant légèrement affecté 
dans les animaux BIM ko [395]. Comme les cellules DN T présentes dans les souris BIM ko 
ont été sélectionnées dans des conditions de sélection thymique altérée, davantage de 
comparaisons entre les cellules DN T BIM ko et des cellules DN T wt seront nécessaires  afin 
d’évaluer l’impact de la délétion de BIM sur la fonctionnalité, le développement et 
l’homéostasie des cellules DN T. 
 
6.3.2 Les modèles TCR transgéniques : interférer avec le répertoire TCR 
Les modèles reposant sur l’utilisation de TCR transgéniques spécifiques d’un antigène 
connu sont des outils précieux dans l’étude de réactions immunitaires dépendantes de cellules 
T. Dans ces modèles toutefois, l’expression du TCR survient très tôt durant le développement 
des thymocytes, avant le stade DP [434, 516, 566]. Les modèles TCR transgéniques 
permettent la sélection de cellules DN T restreintes aux CMH de classe I, comme les modèles 
 
217 
TCR 2C et HY ou de classe II, comme le modèles TCR 3A9. Dans ces modèles, l’expression 
d’un répertoire TCR spécifique facilite l’étude fonctionnelle des différents types de cellules T, 
et peut donner des indices quant à certains aspects de leur homéostasie. Par exemple, dans le 
modèle TCR 3A9, la présence de l’antigène HEL réduit la proportion de cellules DN T 
périphériques, suggérant l’influence de l’antigène du soi dans la modulation périphérique de la 
proportion de ces cellules [434]. 
Bien que l’augmentation du nombre de cellules DN T dans les modèles transgéniques 
constitue un net avantage lors de leur étude, ces cellules semblent provenir d’une différente 
voie de différenciation. Spécifiquement, l’expression précoce du TCR au stade thymique DNi 
donne lieu à une population de cellules DN T matures dont les précurseurs ne seraient 
vraisemblablement pas des thymocytes de stade DP. Cette hypothèse d’une origine TN des 
cellules DN T présentes dans les modèles TCR transgénique est supportée par quelques 
études. Spécifiquement, une étude dans le modèle transgénique HY a par exemple montré que 
l’expression du transgène à partir d’un stade DP grâce au promoteur de CD4 réduit 
drastiquement la population CD4-CD8- [566]. Enfin, dans le modèle TCR 3A9, les cellules 
DN T thymiques apparaissent très tôt lors du développement embryonnaire et sont détectables 
au jour E15, alors que la population de cellules DP est détectée autour de E17 [434].  
La voie de différentiation des cellules DN T thymiques dans les animaux transgéniques ne 
semble donc pas représentative de la voie utilisée par les cellules DN T d’animaux non-
transgéniques. Effectivement, le développement de cellules DN T matures (TCRβ+) dans le 
thymus embryonnaire de souris B6.CD1d ko ne précède vraisemblablement pas l’apparition de 
la population CD4+CD8+ (Article 4, figure S7), et la plupart des cellules DN T de souris 
B6.CD1d non-transgéniques ont procédé par un intermédiaire ayant exprimé CD4 (Article 4, 
figure4) et E8III (Article 4, Figure S7), deux indices d’une origine CD4+CD8+. Une 
comparaison de ces résultats avec des animaux TCR transgéniques issus d’un croisement 
CD4creXRosaYFP pourrait indiquer quelle proportion de cellules DN T portant un TCR 
transgénique ont procédé par un stade DP.  
Malgré leur voie de différenciation distincte, les cellules DN T provenant de modèles 
transgéniques et non transgéniques partagent des similarités fonctionnelles et phénotypiques, 
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dont la cytotoxicité envers les cellules auto-réactives, et un phénotype activé en présence 
d’autoantigènes.  
 
6.3.3 Le modèle CD1d ko : interférer avec le développement des NKT 
Les cellules NK T sont un sous-type de cellules T non-conventionnelles, de phénotype 
CD4+ ou CD4-CD8-, et dont le TCR est restreint à la molécule CD1d. Comme pour les 
cellules T CD4 et CD8, la sélection des cellules NKT nécessite une reconnaissance de 
l’antigène spécifique à leur TCR via une molécule présentatrice d’antigène. L’expression de 
CD1d est spécifiquement nécessaire à la différentiation des cellules NKT. Cette molécule de 
CMH-I non-classique est exprimée par les cellules présentatrices d’antigènes comme les 
cellules B et les cellules dendritiques), mais aussi par les thymocytes DP, qui permettent la 
sélection des NKT [501].  
Alors que l’utilisation de lignées CD1d ko, comme dans l’Article 4, permet de discriminer les 
cellules DN T des populations de NKT, elle ne remédie pas à la problématique du faible 
nombre de cellules DN T, ce qui limite l’utilisation de certaines techniques comme les 
transferts adoptifs. De plus, il est impossible d’exclure que l’élimination des cellules NKT ait 
un impact sur l’homéostasie ou même la fonction des cellules DN T. Ces deux types 
cellulaires étant similaires sur de nombreux points, il demeure fort plausible qu’ils partagent 
une niche commune, ou même qu’ils interagissent d’une façon ou d’une autre dans le contrôle 
de l’immunité. Bien que la souris CD1d ko constitue l’un des modèles possédant le moins 
d’altérations biologiques, l’élimination d’une population immunitaire n’est pas sans 
conséquences. Ainsi, il est connu que les cellules NKT peuvent jouer un rôle protecteur dans 
le développement du diabète et que les souris NOD CD1d ko se présentent avec une incidence 
de diabète augmentée [567-569], et certaines études rapportent même une augmentation des 
manifestations de dermatite auto-immune dans le modèle MRL-lpr en absence de CD1d [570]. 
Comme CD1d est exprimé par les cellules B [571], des altérations dans développement des 
cellules B sont aussi observées dans les souris CD1d ko [572].  
Nous avons observé que l’expression d’Eomes par les cellules DN T provenant de souris 
CD1d ko est significativement plus basse que celles de cellules DN T provenant de souris 
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CD1d+ (Annexe 13). Deux possibilités peuvent expliquer cette différence : l’expression 
marquée d’Eomes par les NKT de type II présents dans la population de cellules DN T de 
souris CD1d+, ou l’influence de l’interaction entre les cellules DN T et les NKT ou des 
facteurs produits par les NKT. La production de cytokines par les NKT, dont l’IL-4, peut 
effectivement influencer le phénotype de cellules avec lesquelles ils sont en contact, tels que 
les cellules T CD4 « innate-like » dans le thymus [79].  
Les souris CD1d ko se présentent aussi avec une augmentation de cellules MAIT, un autre 
sous-type de cellules DN T, portant un TCR invariant Vα33Jα18 [481]. Cependant, les cellules 
MAIT ne constituent vraisemblablement qu’une faible fraction des cellules DN T de la rate de 
souris CD1d ko [481], sont surtout présentes au niveau des muqueuses telles que l’intestin ou 
le poumon [573], et possèdent un répertoire TCR peu diversifié ne correspondant pas au 
répertoire polyclonal des cellules DN T [481, 482].  
Comme le système immunitaire repose sur des interactions complexes entre les différents type 
cellulaires, il n’est pas exclu que les cellules DN T provenant de souris CD1d ko et de souris 
CD1d+ possèdent des différences fonctionnelles ou développementales. Toutefois, il s’agit 
jusqu’à présent de l’un des rares modèles permettant l’étude d’une population de cellules DN 
T « pure », c’est-à-dire dépourvue de contamination par les NKT de type II, qui ne peuvent 




6.4 La quête d’un marqueur unique aux cellules DN T 
Les cellules DN T immunorégulatrices constituent une population difficile à étudier 
dans les modèles de souris non-transgéniques et chez l’humain. Ces cellules se retrouvent non 
seulement en faible nombre [372-374], mais se montrent aussi difficile à distinguer d’autres 
sous-types de cellules T, dont les NKT en particulier. Jusqu’à maintenant, aucun marqueur ou 
facteur de transcription n’a été spécifiquement attribué à l’ensemble des cellules DN T tout en 
étant absent de l’ensemble des NKT et des autres cellules T.  
Lors de notre investigation des différences entre les cellules DN T et NKT, nous avons 
effectué une analyse de séquençage ARN. En plus de nous avoir permis de déterminer les 
séquences du répertoire TCR des cellules DN T, ces données donneront des indices quant aux 
différences entre les cellules DN T provenant de souris CD1d ko et les cellules iNKT.  
Surtout, ces données de séquençage ARN nous fournissent un profil d’expression complet des 
cellules DN T, et leur investigation plus en profondeur en comparaison avec d’autres bases de 
données RNA-seq pourrait permettre d’identifier une signature d’expression génique 
spécifique aux cellules DN T. Des analyses préliminaires de ces données de RNA-seq nous 
ont poussées à investiguer l’expression de Eomes par les cellules DN T. Nous avons ainsi 
validé que ce facteur de transcription est exprimé par une fraction des cellules DN T, mais non 
par les iNKT. L’expression par les NKT de type II demeure à déterminer en comparaison des 
cellules DN T, mais Eomes pourrait ultimement s’inscrire dans une combinaison de marqueurs 
permettant de distinguer les cellules DN T polyclonales des cellules NKT.  
L’identification d’un marqueur universel des cellules DN T, ou encore d’un « Master 
regulator » du choix de différenciation DN T, favoriserait des avancées importantes dans 
l’étude de ce rare type cellulaire. Ceci permettrait potentiellement la génération de modèles de 
souris rapporteuses, la délétion spécifique des cellules DN T in vivo, etc. Ainsi, en utilisant un 
système de souris rapporteuses, il pourrait devenir possible de déterminer si les cellules DN T 
thymiques sont les progéniteurs directs de l’ensemble des cellules DN T périphériques, ou 
encore si les cellules DN T peuvent constituer un intermédiaire de certaines cellules exprimant 
CD4 ou CD8, par exemple les cellules IELs ou d’autres cellules non-conventionnelles. Alors 
qu’un lien de précurseur-descendant n’a pu être établi directement entre les cellules DN T 
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thymiques et les cellules DN T périphériques en contexte physiologique, nos résultats 
suggèrent fortement que ces deux populations sont liées. La découverte d’un marqueur 






Conclusion et perspectives 
Les objectifs de cette thèse étaient de déterminer les facteurs permettant de moduler le 
nombre de cellules DN T chez la souris. D’un point de vue génétique, les locus Idd2 et Idd13, 
ainsi que leur interaction, participent à l’augmentation de la proportion de cellules DN T 
périphériques. Le degré de contribution des différents locus contrôlant la proportion de 
cellules DN T diffère selon l’organe étudié est influencée par la présence ou non de l’antigène 
pour lequel les cellules DN T sont spécifiques. D’un point de vue développemental, nous 
avons montré que les cellules DN T thymiques dérivent directement d’un précurseur DP, alors 
que certaines cellules DN T périphériques proviennent d’un intermédiaire ayant exprimé CD8. 
Les cellules DN T possèdent un fort potentiel immunorégulateur, et de futures thérapies 
cellulaires contre l’auto-immunité ou favorisant la tolérance post-greffe pourraient avoir 
avantage à utiliser ces cellules. L’une des approches pouvant être utilisée serait de produire un 
grand nombre de cellules DN T in vitro grâce à des protocoles d’amplification, et 
possiblement d’activation, pour ensuite injecter ces cellules à des patients pouvant en 
bénéficier. Grâce à notre compréhension grandissante de la biologie des cellules DN T, il 
pourrait aussi devenir possible de moduler directement, in vivo, le nombre de ces cellules, en 
augmentant leur production, prolifération ou migration aux sites pertinents. Davantage 
d’études seront bien sûr nécessaires avant de parvenir à de tels résultats et à une approche de 
médecine personnalisée tenant compte des particularités de chaque patient. 
D’un point de vue génétique, les nouvelles technologies d’analyse d’expression génique et de 
délétion ciblée (par exemple grâce à Crispr/Cas9), ainsi que les bases de données 
grandissantes seront utiles lors de l’investigation des gènes candidats contenus dans les 
intervalles génétiques contrôlant la proportion et le nombre de cellules DN T. Nos travaux 
indiquent déjà un impact de polymorphismes présents dans le locus Idd2 sur l’expression de 
gènes inclus dans le locus Idd13, par exemple Rad51, mais des études à plus grande échelle et 
incluant plusieurs sous-types cellulaires pourraient révéler davantage d’interactions ayant un 
impact sur les cellules DN T et l’auto-immunité. Spécifiquement, il serait nécessaire de 
déterminer dans un premier temps quel compartiment et quel type cellulaire contribue à 
l’augmentation des cellules DN T médiée par le locus Idd2. De façon similaire aux 
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expériences menées sur les souris NOD
k
.Idd13, des chimères hématopoiétiques permettraient 
de déterminer si les gènes candidats du chromosome 9 permettent une augmentation des 
cellules DN T de façon moelle-intrinsèque et/ou cellule-intrinsèque. Dans le cas d’une 
régulation intrinsèque aux cellules DN T ou à leurs progéniteurs, des expériences de 
séquençage ARN des cellules DN T provenant de souris congéniques et des lignées parentales 
pourraient réduire considérablement la liste de gènes candidats, ou du moins apporterait des 
informations précieuses quant à l’impact des locus et sous-locus situés sur le chromosome 9 
sur le profil transcriptomique des cellules DN T. Le locus Chr9L murin étudié dans cette 
thèse, situé entre 27.9Mb et 52.3Mb, est othologue à une région situé sur le chromosome 15 
humain, suggérant que l’identification des gènes candidats contrôlant les cellules DN T chez la 
souris pourrait aussi être applicable à l’humain.  
 
Les résultats présentés dans cette thèse, et les diverses études d’autres groupes de recherche, 
suggèrent que les cellules DN T pourraient constituer une population versatile, aux multiples 
spécificités reflétées par un répertoire TCR polyclonal et différentes restrictions aux molécules 
de CMH. Ceci suggère que l’utilité des cellules DN T pourrait être appliquée à différents 
contextes de pathologie, une fois identifiés les marqueurs spécifiques de leur rôle régulateur. 
Déterminer les marqueurs spécifiques des cellules DN T demeure aussi nécessaire dans le 
cadre des études chez l’humain, afin de distinguer les cellules DN T immunorégulatrices 
d’autres populations similaires tels que les NKT. La fonction des cellules DN T humaines, et 
l’impact sur cette fonction de différents paramètres tel que la restriction au CMH ou 
l’expression de facteurs de transcription tels qu’Eomes, pourraient alors être investigués.  
À terme, l’étude des cellules DN T permettra de révéler l’étendue de leur rôle 
immunorégulateur, et pourrait identifier de nouveaux moyens de moduler le nombre et 
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Annexe 1  
 
La proportion de cellules DN T n’est pas significativement influencée par le locus Chr12. 
Proportion de cellules DN T dans la rate (panneau de gauche) ou les ganglions lymphatique 

















































































Le locus Chr9L (Idd2) protège du développement du diabète dans les souris NOD, après 
réintroduction de l’haplotype H-2
g7
 du CMH. Incidence de diabète monitorée par 
vérification du glucose urinaire à intervalle régulier de deux semaines chez les souris NOD 































Parmi les locus suggestifs présentés dans l’article 1, ceux situés sur les chromosomes 6 et 
12 pourraient expliquer une proportion de cellules DN T plus élevée chez la lignée 
parentale B10.BR. Proportion de cellules DN T 3A9 dans les ganglions lymphatiques des 
souris F2 ségréguées selon leurs génotypes aux SNP suivants atteignant un LOD score 
suggestif : 
A) rs365804 ; chromosome 1,  
B) rs6193859 ;  chromosome 2,  
C) rs3023025 ; chromosome 4,  
D) gnf06.026.418 ; chromosome 6  
 
xxxv 
E) rs13479082 ; chromosome 6  
F) rs13481365 ;  chromosome 12.  
B/B mice, homozygote pour les alllèles B10.BR (cercles noirs); B/N, heterozygotes pour les 
allèles B10.BR et NOD.H2
k
 (losanges gris); N/N, homozygote pour les allèles NOD.H2
k
 










Le locus Chr12 ne protège pas du développement du diabète dans les souris NOD après 
réintroduction du CMH I-A
g7
 et n’influence pas les niveaux d’auto-anticorps dirigés 
contre l’insuline. Panneau du haut : incidence de diabète chez les souris NOD (blanc) et les 
souris NOD.Chr12 (Gris), telle qu’évaluée par la présence de glucose urinaire et sanguin. 
Panneau du bas : niveaux d’anticorps anti-insuline dans le sérum de souris NOD ou 
















































Annexe 5  
Outbreeding inbred mouse strains reveals that heritable human 
immunological variations are also heritable in mice 
 
Roxanne Collin, Lois Balmer, Grant Morahan, Sylvie Lesage
 
 
Ce manuscrit sera édité et resoumis au Journal of Immunology suite aux commentaires reçus 
par les pairs. Cet article porte sur l’identification des régions génétiques contribuant au 
contrôle de diverses populations cellulaires du système immunitaire adaptatif et inné dans une 
cohorte de souris issues du Collaborative Cross. Les résultats mettent en valeur un parallèle 
entre les phénotypes immunitaires génétiquement contrôlés chez l’humain et ceux pour 
lesquels des locus majeurs peuvent être identifiés grâce au Collaborative Cross. 
Dans le contexte de la présente thèse, cet article s’inréresse au paramètres génétiques 
contribuant à la fréquence de cellules DN T dans les souris non-transgéniques, et identifie une 
lignée en particulier qui possède une forte fréquence de ces cellules normalement rares. Les 
analyses génétiques n’ont toutefois pas révélé de locus régulant significativement les cellules 
DN T, suggérant que le contrôle de ces cellules est de nature multigénique dans les lignées du 
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Variations in the proportion and number of specific immune cell types among healthy 
individuals are influenced by both heritable and non-heritable factors. Mouse models, 
subjected to fewer non-heritable factors than humans, allow the identification of genetic 
factors that shape the immune system. We characterized immunological trait variability in the 
Collaborative Cross, a powerful genetic resource of recombinant inbred mouse strains derived 
from eight diverse founder strains. Eighteen immunological traits were studied in over 60 
Collaborative Cross strains, including traits primarily determined either by heritable or non-
heritable factors in humans. We found that human immunological heritable traits are also 
genetically determined in mice, whereas traits primarily influenced by non-heritable factors in 
humans did not associate with specific genetic loci in mice. The Collaborative Cross thus 
represents a useful resource to identify factors that determine immunological variations, as 





Inter-individual variations for many traits, such as eye colour, height and body weight, are 
readily observed in healthy individuals. Similarly, the proportion, function and phenotype of 
immune cell subsets also demonstrate inter-individual variations 
1, 2, 3
. These variations are 
shaped both by heritable and non-heritable factors, with the degree of contribution varying for 
each immunological trait 
3, 4, 5, 6, 7
. For instance, some NK cell traits are highly heritable, 
whereas other T cell and dendritic cell (DC) traits are predominantly influenced by non-
heritable factors 
1, 5, 6, 8, 9, 10
. Of interest, relevant parallels between mice and humans have been 
made regarding the genetic control of given traits and phenotypes, such as disease 
susceptibility 
11, 12, 13, 14
. Indeed, despite notable differences between the two species 
15
, mice 
evidently share genetic similarities with humans and can be useful in defining the contribution 




Genetic studies in mice typically exploit two parental inbred strains, such that genetic diversity 
in these studies is limited. To circumvent some of the limitations associated with a priori 
selection of two inbred mouse strains for genetic analyses, the Collaborative Cross (CC) 
18, 19
 
has emerged as a powerful genetic resource. The CC comprises dozens of new inbred strains 
descended from eight diverse founder strains, harnessing over 90% of common genetic 
diversity of the mouse species 
22
 which can be exploited to study biological traits. The CC has 
already proved useful in identifying genes mediating different phenotypes, including defining 
the proportion of some immune cells and other hematological parameters 
20, 21, 22
, the response 
and susceptibility to infections 
23, 24, 25, 26
 and a wide range of other traits including 
metabolism, cancer development, contact hypersensitivity and IgG glycosylation 
27, 28, 29, 30, 31, 
32, 33, 34, 35, 36, 37
. Here, we expand on these studies by characterizing eighteen immunological 
traits including subsets of NK cells, DCs and T cells. We confirm previous findings of specific 
loci linked to T cell traits, including the CD4:CD8 T cell ratio, and we define new loci linked 
to other immune cell traits. More importantly, we find that, as for humans, some NK cell traits 
are highly influenced by heritable factors, whereas we did not observe significant genetic 
linkage for given T cell and DC traits that are predominantly influenced by non-heritable 
 
xli 
factors in humans. Our results strongly support the use of inbred mouse strains to identify both 




Materials and methods  
Mice : 
All experimental and animal handling activities were performed in accordance with the 
guidelines and institutional Animal Ethics committee with ARVO statement for the Use of 
Animals. The principles, development and initial characterization of the CC have been 
described 
18, 37
.  Mice were bred at the Animal Resource Centre (Australia, WA, Perth) and 
were generously provided by Geniad Pty Ltd 
37
. Male and female mice were used at 5-8 weeks 
of age, housed under a 12-hour light/dark cycle and given a standard diet with free access to 
food and water.  During the analysis of the CC strains, B6 mice were periodically included to 
ensure experimental reproducibility. The eight founder strains, analyzed separately from the 
CC strains at Maisonneuve-Rosemont Hospital Research Center, were ordered from Jackson 
Laboratories and housed at under specific-pathogen-free conditions. B6 and NOD mice were 
maintained on-site by brother-sister mating, and the 6 other founder strains were sacrificed at 
least one week after reception. Five to nine week-old mice were used for all phenotypic 
analyses. Two males and two females of each founder were included, except for B6 mice, 
where one male and four females were included. No immunophenotypic differences between 
males and females were observed (not shown). The Maisonneuve-Rosemont Hospital ethics 
committee, overseen by the Canadian Council for Animal Protection, approved the 
experimental procedures. 
 
Flow cytometry : 
Spleens were treated with collagenase (1mg/mL in PBS, Type V from Clostridium 
histolyticum, Sigma-Aldrich) for 15 minutes at 37°C and passed through a 70µM cell strainer 
to yield single-cell suspensions prior to staining with antibodies. Single-cell suspensions were 
stained with the following antibodies: CD3 (145-2C11), CD4 (GK1.5), CD8 (53-6.7), CD11c 
(N418), CD19 (6D5), CD27 (LG.3A10), CD49b (DX5), B220 (RA3-6B2) TCRβ (H57-597), 
from Biolegend, CD11b (M1/70) from BD pharmingen, mPDCA-1 (eBio927) from 
eBioscience and mCD1d:PBS57 tetramer-PE from the NIH tetramer core facility. Data were 
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acquired using a BD FACS Aria II or a BD LSR Fortessa X20 and analyzed using the Flow-Jo 
software version 7.6.5. 
 
Gene Mapping in the CC strains 
We used the previously described Gene Miner mapping tools 
34
 (130.95.9.22/Geniad2/) to 
obtain genome-wide logarithm of the odds (LOD) score results. Mean values of cell 
proportions for each CC strain and founder strain were entered. Genotypes of the latest 
generation strains were used when available. Including the 8 founder strains, a total of 71 
strains for DC subsets and 72 strains for NK and T cell subsets were analyzed for genetic 
association using the MugaQTL (normalize) function. A total of between 242 and 251 mice 
were included in the phenotype analyses, with a minimum of 2 mice per strain. To obtain 
empirical P values, sets of 1,000 permutations were employed for each trait.  
 
Statistical analysis: 
A one-way ANOVA with Bonferroni post-hoc test was performed to determine differences 
between founder strains. p<0.05 was considered significant. Founders with the highest and 






Characterization of Immunophenotypes in the CC Founders.  
We used three well-established multi-parameter flow-cytometry panels to define eighteen 
immunological phenotypes in the spleen (Supplementary Figure 1) 
38, 39, 40, 41, 42, 43
. Analysis of 
these traits in the eight founder strains (A/J, B6, 129, NOD, NZO, CAST, PWK, and WSB) 
revealed that there was a wide range of variation for most NK cell and T cell traits but less so 
for conventional DC (cDC) traits (Table I). In particular, the proportion of total NK cells was 
highly increased in NZO mice compared to the other seven founder strains. CAST and NOD 
mice exhibited low and high T cell numbers relative to the others strains, respectively. These 
results suggest that genetic variations likely have a major effect in defining proportions of 
lymphocyte populations in the spleen. 
 
Characterization of Immunophenotypes in the CC Strains.  
To define such genetic variations, we quantified these traits in over 60 CC strains (Figure 1). 
Interestingly, all eighteen traits in the CC exceeded the range of variation strains observed in 
the founder strains (Table I, Figure 1). For instance, the lowest and highest proportion of 
cDC1 in the founder strains is 6.4% (PWK strain) and 24.1% (B6) representing a variation of 
less than fourfold, whereas a variation of 25 fold is observed with values ranging from 1.8% to 
45.4% for cDC1 in the CC strains. These observations of transgressive segregation suggest 
that the traits result from interaction among multiple genetic variants that have been inherited 
independently by the CC strains.  
 
Genetic Associations Influencing Variation in Immune Cell Proportions.  
The data from the phenotypic analysis of the eighteen traits described in Table I were 
compared with the genotype of each CC and founder strain. Genetic associations were plotted 
as logarithm of the odds (LOD) scores. LOD scores exceeding the significant threshold of 
0.001, corresponding to LOD scores above 7.0, was observed for eight traits, namely total NK 
cells, pre-mNK cells, CD27+CD11b- mature NK cells, total cDC, cDC1, CD4+ T cells, 
 
xlv 
CD4+:CD8+ T cell ratio and iNKT cells (Figure 2). Analysis of founder coefficients at the loci 
associated with these different phenotypes revealed which founder alleles were important in 
determining each trait (Figure 3). For instance, CAST and NZO mice exhibit the lowest and 
highest proportion of NK cells, respectively (Table I), and the genetic variation contributing to 
the locus linked to NK cells is primarily driven by alleles from CAST and NZO founder 
strains (Figure 3). Indeed, alleles from the founder strain that exhibit the highest and/or lowest 
proportion of a given immune cell type were linked to similar variations in the proportion of 
these cells in the CC strains for five of the traits; namely NK cells, pre-mNK cells, cDC1, 
CD4+ T cells and iNKT cells. These five immunological traits are thus highly driven by 
specific allelic variations.  In contrast, three traits (CD27+CD11b- mNK cells, total cDC, and 
CD4+:CD8+ T cell ratio) are likely to be regulated by more complex genetic interactions. 
 
Influence of Heritability on Immunological Traits.  
Variations in immune cell populations are often thought to vary in parallel; i.e. if the 
proportion of an immune cell population is increased it is expected that the proportion of a 
different immune cell population must be decreased. If this hypothesis is true, one would 
expect some loci to influence more than one phenotype. However, we did not find this to be 
the case. For instance, loci on chromosome 2 and 17 are linked to CD4+ T cell proportion, but 
no significant linkage was observed for CD8+ T cells. These results suggest that immune cell 
traits are regulated independently, in line with a recent study demonstrating that humans 
present a continuous distribution rather than discrete immunophenotypes 
1, 8
. To determine 
whether the CC mouse strains also exhibited a continuous distribution of immunophenotypes, 
we performed a principal component analysis for the CC and founder mouse strains with the 
eighteen phenotypic traits. We find, as for humans, a continuous distribution of the 
immunophenotypes (Figure 4), where the first two principal components explained only 
17.4% and 14.5% of the phenotypic variance, respectively. These findings support the view 
that the eighteen immunological traits are independently regulated by distinct heritable, as 




The parameters regulating the proportion of various immune cell populations have been 
studied in humans and mice from both genetic 
3, 5, 44, 45, 46
 and non-genetic (environment, diet, 
age, etc.) perspectives 
4, 6, 47, 48, 49, 50
. While environmental factors can shape the immune 
system, intrinsic host factors such as the genetic background arguably explain a considerable 
portion of the immune variation observed in humans and mice. The use of the CC strains is an 
invaluable tool for the identification of loci linked to different phenotypic traits. Previous 
studies, and a proof of concept for the Gene Miner mapping software 
34
, have successfully 
exploited the CC strains to map genes mediating a wide range of phenotypes and could greatly 
reduce the number of candidate genes based on the founder haplotype effects 
20, 21, 22, 23, 24, 29, 
32
. In the present study, we successfully identified loci already known to be linked to the 
proportion of specific immune cells. Notably, a locus on chromosome17 was linked to the 
CD4:CD8 T cell ratio 
51
. Still, most of the loci linked to the immunological traits in this study 
have not been previously identified. The CC strains proved useful in mapping genetic loci that 
were not found in previous studies using crosses between common inbred strains. For 
example, genetic control of the total NK cell population was previously investigated in F2 
cohorts, found that loci on mouse chromosomes 8, 9 and 17 were linked to NK cell proportion 
42, 52
. Linkage in the CC and founder strains instead identified a new locus on chromosome 16 
for this same trait. These differences are due to the presence of a higher diversity of alleles in 
the CC strains that are absent in selected F2 outcrosses, and that likely play a dominant genetic 




Many loci reported to be linked to specific immune traits did not reach the significant LOD 
score threshold in the present study. This may be explained by the relatively small size of our 
study, which included only 63 or 64 CC strains per phenotype. While it was initially intended 
that more than 1000 CC strains would be generated, infertility problems and extinction of 
many strains decreased the number of available CC strains 
54
. The current study of up to 64 
CC strains plus the 8 founder strains has sufficient power to identify major effect genes 
34
 but 
not loci with minor impact on to multigenic traits. Alternatively, the variations could be driven 
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by non-heritable factors. Indeed, although mice are subjected to fewer non-heritable influences 
than humans due to a controlled diet and environment, they are still influenced by many non-
heritable factors including somatic mutations, epigenetic changes, age, seasonal changes, 
microbiota, etc. Here, we attempt to control for age by exclusively including mice between 
five to eight weeks of age. Nevertheless, this does not preclude the impact of other non-
heritable factors in modulating the immunological traits. 
 
The genetic diversity of the CC strains and their multi-parental origin is closer to what is seen 
in human populations than the two-founder approaches used in conventional mouse genetics. 
The range of variability observed in the phenotypes of the CC strains was also more 
comparable to variability among healthy humans, as has been shown for regulatory T cells 
22
. 
Although the conclusions vary between studies concerning the degree of genetic heritability of 
human immune system components, variations in some immune population frequencies and 
phenotype seem to be more affected by the environment, while others are more affected by 
genetics 
3, 4, 5, 6, 7
. Interestingly, the highest genetic associations in the present study were 
linked to immune parameters that also have a strong genetic component in humans. For 
example, NKT cell frequencies vary considerably among healthy individuals 
55
 and have been 
suggested to have a strong genetic heritability in some 
5, 6
, although not by all studies 
7
. 
Similarly, HLA-DR+ NK cells and CD56 bright NK cells, that are similar to the mouse pre-
mNK population 
56
, had a stronger heritability than other NK subsets in a twin study 6 and 
were shown to be associated with human loci in GWAS studies of healthy individuals or twin 
cohorts 
3, 5, 10
. Early NK maturation stages have also been associated with genetic components 
3
. This is in agreement with our finding that NK functional maturation is significantly 
associated with genetic parameters in the CC strains. Another population for which human 
studies showed strong genetic determinants are the proportion and subsets of Tregs 
5, 7
. While 
we did not test for Treg proportion, a previous study using CC strains did show strong 






In conclusion, our results add to that of others and validate the ability of a relatively small 
cohort of CC strains to map loci affecting complex traits and reveal potential candidate genes. 
Follow-up studies investigating differential expression of the candidate genes in the founder 
strains and the impact of their deficiency in mouse models could help in the development of 
therapeutic strategies to manipulate the immune system. Beyond QTL associations, the CC 
strains will also prove useful in the future for the study of correlations between different 
phenotypes, for example between immune cell frequencies and disease susceptibilities. The 
CC strains overall represent an important community resource that has only begun to be 
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Figure 1. Variation of immune populations in the CC strains 
For each CC strain, a mean value was calculated from at least 2 mice per strain. The violin 
plots show the distribution of immune phenotypes for NK cells, DC and T cells in the CC 






Figure 2. Genome-wide linkage analysis for the proportion of immune cell subsets 
reveals significant associations  
Genome-wide scans for indicated immunophenotypes calculated using data from up to 64 CC 
strains and the 8 founder strains. The x axis represents genomic location, the y axis is the LOD 
 
lvii 
score representing the statistical association between the phenotype and the genomic location. 
Suggestive (P value < 0.01, LOD score > 5.6), significant (P value < 0.001, LOD score > 7.0) 
and highly significant (P value < 0.0001, LOD score > 7.8) thresholds are represented by 
yellow, orange and redlines, respectively. Only phenotypes reaching the significant threshold 






Figure 3. Haplotype distribution for the loci linked to the immunophenotypes. 
For each panel, a high resolution map of the chromosome(s) associated with the 
immunophenotypes presented in figure 2 is shown. The x axis indicates the chromosomal 
 
lix 
location. For the top half of each panel, the y axis is the LOD score associated to each genetic 
location. The lower half of each panel represents the effect of founder haplotypes at the 
chromosomal location for the phenotype studied, where y axis is the calculated log-odds ratio 






Figure 4. The immunophenotypes vary continuously for the CC strains. 
Principal component analysis of a total of 71 strains (63 CC strains+8 founder strains) 
analyzed for 18 phenotypes. The first two principal components explained only 17.4% and 





Figure S1. Gating strategy used to define the 18 immunophenotypes. 
A) NK cell panel. Lymphocytes were gated based on FSC-A and SSC-A profile, and doublets 
were excluded. Among singlets, NK cells are defined as CD3-CD19-CD49b+ ; pre-mNK are 
defined as B220+CD11c low NK cells ; NK functional differentiation is defined by four stages 
from CD27-CD11b-, CD27+CD11b-, CD27+CD11b+ to CD27-CD11b+. Frequency of cells 
among the parent population is indicated for each population. B) DC panel. Dead cells and 
debris were excluded based on FSC-A and SSC-A profile and doublets and autofluorescent 





 cells and cDCs are defined as CD11c
hi
. Among cDCs, cDC1 
are CD8α+CD11b-, cDC2 are CD8α-CD11b+ and mcDC are defined as CD8α-CD11b-. 
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Frequency of cells among parent population is indicated for each population. C) T cell panel. 
Lymphocytes were gated based on FSC-A and SSC-A profile, and doublets were excluded. 
Among singlets, NKT are defined as TCRβ+CD1d tetramer+ and T cells are defined as 
TCRβ+CD1d tetramer-. Frequency of cells among parent population is indicated beside their 
respective population. CD4+/CD8+ T cell ratio is defined as the frequency of CD4+CD8- 
among T cells divided by the frequency of CD4-CD8+ among T cells. For all panels, the 
corresponding phenotype numbers 1-18 are indicated for each phenotype summarized in table 
1, and the calculation steps required to obtain the proportion of cell subsets among total cells 




Table I : Eighteen immunophenotypes in the eight founder strains and over 60 CC strains. For the eight founder strain, data 
represents mean ± SD of at least three mice per strain. For each CC strain, a mean value was calculated from at least 2 












p<0.05 Low group 
 
p<0.05 
total NK NZO vs all CAST, A/J vs B6, NOD, NZO 
pre-mNK cells NZO vs all WSB vs A/J, B6, NZO, PWK 





vs B6, 129, NOD, NZO, WSB WSB, NOD 
 
vs A/J, B6, CAST, PWK 
CD27-CD11b- mNK cells NZO 
 
vs 
A/J, B6, NOD, CAST, PWK, 
WSB B6 
 
vs A/J, 129, NZO, PWK, WSB 
CD27+CD11b- mNK cells PWK 
 
vs all NZO, B6 
 
vs 
A/J, 129, NOD, CAST, PWK, 
WSB 
CD27+CD11b+ mNK cells CAST vs all NZO vs All 
CD27-CD11b+ mNK cells NZO 
 
vs all CAST, PWK 
 
vs A/J, B6, 129, NZO, WSB 
plasmacytoid DC WSB 
 
vs all 
B6, A/J, NZO, 
CAST 
 
vs 129, NOD, WSB 






vs 129, NOD, NZO, CAST, 
PWK PWK, CAST 
vs 
A/J, B6, NZO, WSB 
cDC2 CAST vs A/J, B6, NZO, WSB NZO vs 129, CAST, PWK 




A/J, 129, NOD, NZO, CAST, 
PWK PWK, CAST 
 
vs 
A/J, B6, 129, NOD, NZO, 
WSB 
total T cells NOD 
 
vs 
A/J, B6, 129, NZO, CAST, 
PWK CAST 
 
vs  B6, 129, NOD, NZO, WSB 
CD4+ T cells NOD 
 
vs 
A/J, B6, 129, NZO, CAST, 
PWK CAST 
 
vs B6, 129, NOD, NZO, WSB 
CD8+ T cells NOD 
 
vs A/J, NZO, CAST, PWK CAST 
 
vs B6, 129, NOD, WSB 
CD4-CD8-T cells B6 
 
vs A/J, 129, NZO, CAST, PWK CAST 
 
vs B6, 129, NOD, PWK, WSB 




vs B6, 129 B6, 129 
 






Annexe 6  
 
Diversité de phénotype dans les lignées du Collaborative Cross. Compilation des 18 
phenotypes pésentés à la table I de l’annexe V. Analyse par cytométrie en flux de 63-63 
lignées du Collaborative Cross et des 8 lignées fondatrices. Chaque point représente une souris 
pour les lignées A/J, B6, 129S, NOD, NZO, CAST, PWK et WSB ; Chaque point représente la 






Annexe 7  
 
Association génétique de populations immunitaires à de nouveaux locus dans les lignées 
du Collaborative Cross. Analyse de liaison génétique de 18 phénotypes dans 71-72 lignées 
de souris, incluant 63-64 lignées du Collaborative Cross et les 8 lignées fondatrices. Panneau 
de gauche : populations de cellules NK ; Panneau central : population de cellules dendritiques 
; Panneau de droite : populations de cellules T. Les seuils suggestif et hautement significatif 
sont représentés en jaune et rouge, respectivement. Les phénotypes atteignant un seuil 




Annexe 8  
 
Les cellules DN T ne possèdent pas un phénotype activé dans le thymus, mais 
l’acquièrent en périphérie. Analyse de l’expression des marqueurs de surface CD44, CD69 
et CD24 ou CD62L sur les cellules T CD4, T CD8 et DN T A) du thymus, B) des ganglions 





Annexe 9  
 
Influence de la déficience en CMH sur la proportion et le phénotype des cellules DN T. 
La proportion, le nombre et le phénotype des cellules DN T a été étudié dans différentes 
lignées de souris déficientes pour le CMH. RFI : intensité de fluorescence relative, normalisée 
pour chaque expérience sur la lignée CD1d contrôle.  
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Annexe 10  
 
Sélection des cellules DN T dependantes du CMH sur les cellules hématopoiétiques et 
épithéliales. Analyse du type cellulaire pouvant sélectionner les cellules DN T dependants du 
CMH par chimère hématopoiétique. Des chimères hématopoiétiques ont été générées en 
injectant de la moelle provenant de CD1d ko ou de β2mMHCII ko dans des souris CD1d ko 
ou β2mMHCII ko. Les groupes sont identifiés selon le type cellulaire exprimant les molécules 
de CMH, soit CD1d ko vers CD1d ko (TEC and HC), β2mMHCII ko vers CD1d ko (TEC), 
CD1d ko vers β2mMHCII ko (HC), ou β2mMHCII  ko vers β2mMHCII ko (no MHC). Le 
thymus des souris receveuses a été analysé 8 semaines post-transfert. A) Profils de cytométrie 
en flux des thymocytes totaux, des thymocytes CD4-CD8-  et des cellules DN T B) 
 
lxx 
compilation des analyses de la proportion et du nombre de cellules DN T thymiques, de la 
proprotion des sous-populations de cellules DN T portant les phénotypes CD24+CD44- 
(immatures) ou CD24-CD44+ (innate-like), et analyse de l’intensité de fluorescence de CD5, 
un marqueur de la force du signal TCR. Représentatif de 2-3 expériences.   
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Annexe 11  
 
Répertoire TCRVβ des cellules T CD4, des cellules T CD8 et des cellules DN T.  La 
composition du répertoire Vβ a été déterminée par cytométrie en flux sur des splénocytes de 
souris CD1d déficientes. Le pourcentage des cellules TCRβ+ exprimant les chaines Vβ 









































Origine périphérique des cellules DN T étudié par lignée rapporteuse. A) Les lignées de 
souris rapporteuses utilisées à la figure 5 de l’article 4 ont été étudiées pour l’expression de 
YFP sur les cellules T périphériques. Au contraire des cellules DN T thymiques, les cellules 
DN T périphériques sont positives pour E8iYFP dans les souris CD1d ko (blanc) et dans les 
souris CD1d+ (gris). B) Cette expression de E8iYFP par les cellules DN T de la rate corrèle 
 
lxxiii 
avec l’âge chez des souris CD1d ko (cercles blancs) et CD1d+ (cercles gris). C) Les cellules 
DN T YFP+ et YFP- ont été comparées pour leur expression d’Eomes. Un profil représentatif 
et une compilation des données montrent la plus forte expression d’Eomes dans les cellules 
DN T YFP+ comparativement aux cellules DN T YFP-. Une étape de fixation préalable au 






Analyse de l’expression du facteur de transcription Eomes par les cellules DN T. Dans la 
rate de souris Eomes-GFP (Gris) et de souris Eomes-GFP CD1d ko (Blanc), les cellules DN T 
ont une expression d’Eomes similaire aux cellules T CD8, alors que les NKT sont négatifs. 
L’absence de CD1d influence significativement l’expression d’Eomes par les cellules DN T et 
par les cellules T CD8. 






































 ; CD49b ( cellules 








 et utilisées comme contrôle 
positif ; CD19 (cellules B) définies comme CD19
+





Enrichissement de cellules DN T parmi les cellules T de la moelle osseuse. Pourcentage de 
cellules CD4+, CD8+ et DN parmi les cellules TCRβ+ (haut) et pourcentage de cellules T 
CD4, T CD8 et DN T parmi les lymphocytes totaux (bas) sont montrés pour la rate (Sp), les 
ganglions lymphatiques drainant la peau (LN) and la moelle osseuse (BM) dans des souris 
RAG-GFP CD1d ko âgées de 6 à 10 semaines. Chaque point représente une souris. 
Repésentatif de 5-6 expériences indépendantes. 
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Annexe 15  
 
Analyse de transferts dans le modèle Fas
lpr/lpr
. Comparaison de souris B6.SJL et B6.lpr 
ayant reçu des cellules T CD4, CD8 ou DN T d’origine B6.lpr. Les cellules hôtes et les 
cellules injectées sont distinguées par l’expression de CD45.1 ou CD45.2. Les cellules DN T 
s’accumulent davantage dans les organes lymphoïdes périphériques de la souris B6.lpr que 
dans le thymus, et la conversion des cellules T CD8 en cellules DN T est favorisée dans un 
hôte B6.lpr en comparaison d’un hôte wt. 
Panneau du haut : proportion de cellules DN T provenant de la souris hôte et retrouvés dans 
les organes lymphoïdes selon le génotype (wt ou lpr) de la souris hôte.  
Panneau du bas : phénotype CD4, CD8 ou DN des cellules T d’origine B6.lpr retrouvées 4 
semaines post-injection dans des souris receveuses de génotype wt (gauche, lpr vers wt) ou lpr 
(droite, lpr vers lpr). Représentatif de n=2 pour les transferts lpr vers wt, et de n=3-6 pour les 
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